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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACA lektin ACA iz semen rastline repati ščir (lat. Amaranthus caudatus)  
ACA-Au10 konjugat lektin ACA-koloidno zlato sintetiziran po metodi OCM-10nm 
(obratna citratna metoda za sintezo koloidnega zlata velikosti 10 nm) 
ACA-Au10(EY) konjugat lektin ACA-koloidno zlato velikosti 10 nm, komercialno 
dostopen pri proizvajalcu EY laboratories (ZDA) 
APTES  (3-aminopropil)trietoksisilan 
Asn-169 aminokislina asparagin na mestu 169 
Asn-131 aminokislina asparagin na mestu 131 
Au10   koloidno zlato sintetizirano po obratni citratni metodi OCM-10nm 
Au20   koloidno zlato sintetizirano po citratni metodi CM-20nm-1  
BC bazalna celica 
BSA   goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
BSA-Au  konjugat BSA-koloidno zlato 
BSM  mucini iz submaksilarne žleze goveda (angl. bovine submaxillary mucin) 
CM-20nm citratna metoda za sintezo koloidnega zlata velikosti 20 nm 
CRD nekatalitična domena, ki prepozna in se veže na specifične ogljikove 
hidrate (angl. carbohydrate recognition domain) 
Cys-34 aminokislina cistein na 34. mestu 
DAPI  fluorescentno barvilo, ki obarva kromatin (4,6-diamidino-2-fenilindol) 
DLS metoda dinamičnega sipanja svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DMSO  dimetilsulfoksid 
ELISA encimsko imunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) 
ER endoplazemski retikulum 
FA  formaldehid 
FITC  fluorokrom fluorescein izotiocianat 
FV fuziformni vezikel 
GA glutaraldehid 
GAG glikozaminoglikani 
HEPES  4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
IgA imunoglobulin A 
Jac lektin jakalin iz semen rastline kruhovec (lat. Artocarpus heterophyllus)  
 
 
Jac-Au15(EY) konjugat lektin Jac-koloidno zlato velikosti 15 nm, komercialno dostopen 
pri proizvajalcu EY laboratories (ZDA) 
Jac-Au20 konjugat lektin Jac-koloidno zlato sintetiziran po metodi CM-20nm-1 
(citratna metoda za sintezo koloidnega zlata velikosti 20 nm) 
MW   molekulska masa (angl. molecular weight) 
OCM-10nm obratna citratna metoda za sintezo koloidnega zlata velikosti 10 nm 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PBS  fosfatni pufer (angl. phosphate buffer solution) 
PEG polietilen glikol (angl. polyethylene glycol) 
PHEM  pufer, ki vsebuje 60 mM Pipes, 25 mM Hepes, 10 mM EGTA, 2 mM 
MgCl2, pH 6,9 
pI izoelektrična točka 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata (angl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis – SDS-PAGE) 
SEM vrstični elektronski mikroskop (angl. scanning electron microscope)  
SPR površinska plazmonska resonanca (angl. surface plasmon resonance) 
TEM presevni elektronski mikroskop (angl. transmission electron microscope) 
oziroma tehnika presevne elektronske mikroskopije (angl. transmission 
electron microscopy) 
TGN trans Golgijevo mrežje (angl. trans-Golgi network) 
UP uroplakin 
 
 
 
Sinteza konjugatov lektin-koloidno zlato za lokalizacijo sladkornih preostankov v 
urotelijskih celicah 
Povzetek: Lektini so glikoproteini, ki specifično prepoznajo in se vežejo na sladkorne 
preostanke v celicah. Koloidno zlato je suspenzija nanometrskih delcev zlata v vodnem 
mediju, ki se uporablja kot označevalec v elektronski mikroskopiji. Lektine, konjugirane 
s koloidnim zlatom velikosti od 5 do 20 nm, lahko uporabljamo v presevni elektronski 
mikroskopiji za označevanje sladkornih preostankov v zdravih in patološko spremenjenih 
vzorcih. V magistrski nalogi smo uporabili tri metode za sintezo delcev koloidnega zlata 
velikosti 20 nm in 10 nm. Po citratni metodi CM-20nm-1 in obratni citratni metodi 
OCM-10nm smo uspešno sintetizirali koloidno zlato, po citratni metodi CM-20nm-2 pa 
se je koloidno zlato oborilo. Z lektinoma ACA in jakalin (Jac), ki specifično prepoznata 
galaktozil(β-1,3)N-acetilgalaktozamin smo konjugirali koloidno zlato, sintetizirano po 
metodah CM-20nm-1 in OCM-10nm. Uspešnost sinteze koloidnega zlata in konjugacije 
z lektinoma smo preverjali s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM) ter 
spektrofotometrom za merjenje UV-VIS spektra (190 nm do 900 nm). Rezultati TEM in 
UV-VIS spektroskopije so pokazali, da so delci koloidnega zlata sintetizirani po metodah 
CM-20nm-1 in OCM-10nm veliki okoli 16 nm. Uspešnosti konjugacije s TEM nismo 
mogli potrditi, s UV-VIS spektroskopijo pa smo potrdili, da je bila konjugacija lektinov 
ACA in Jac s koloidnim zlatom uspešna. Čeprav nam ni uspelo sintetizirati koloidnega 
zlata različnih velikosti, smo uspeli pokazati, da sta postopek sinteze koloidnega zlata 
velikosti okoli 16 nm in nadaljnja konjugacija z lektinoma ACA in Jac enostavna in 
ponovljiva. Na parafinskih rezinah mišjega sečnega mehurja in korteksa ledvic smo 
izvedli lektinsko histokemijo s fluorescenčno označenimi lektini (ACA-FITC in 
Jac-FITC), ki so pokazali vezavo na obrobne dele urotelijskih celic ter na distalne tubule 
in glomerule korteksa ledvic. Tkivo mišjega korteksa ledvic smo zato izbrali za pozitivno 
kontrolo, ker sta se konjugata ACA-FITC in Jac-FITC specifično vezala na glomerule in 
distalne tubule. Da bi lahko ugotovili ultrastrukturno lokalizacijo sladkornih preostankov 
v urotelijskih celicah, smo izvedli lektinsko histokemijo na ultratankih rezinah mišjega 
sečnega mehurja. Uporabili smo različne načine kemijske fiksacije (4-odstotni FA/PHEM 
ali 1-odstotni GA/PHEM) in vklapljanja tkiva sečnega mehurja ter primerjali specifičnost 
vezave komercialno dostopnih konjugatov lektin-koloidno zlato s konjugati 
lektin-koloidno zlato, ki smo jih sintetizirali. Ugotovili smo, da je vezava sintetiziranih 
 
 
in komercialno dostopnih konjugatov na krioultratankih rezinah in ultratankih rezinah, 
vklopljenih v umetno smolo Lowicryl K4M, nespecifična. Vzrok za nespecifično vezavo 
je najverjetneje sprememba sladkornih preostankov, ki je posledica vklapljanja v umetno 
smolo Lowicryl K4M oziroma v želatino pri pripravi krioultratankih rezin. Ta sklep 
potrjujejo tudi rezultati pozitivne kontrole, saj se lektina ACA in Jac specifično vežeta na 
parafinske rezine (kemijska fiksacija s 4-odstotnim FA/PHEM), nasprotno pa je vezava 
na krioultratanke rezine (kemijska fiksacija s 4-odstotnim FA/PHEM ali z 1-odstotnim 
GA/PHEM) korteksa ledvic nespecifična.  
 
 
Ključne besede: koloidno zlato, lektin, lektinska histokemija, presevna elektronska 
mikroskopija 
 
  
 
 
Lectin-colloidal gold conjugate synthesis for localization of sugar residues in urothelial 
cells  
Abstract:  
Lectins are (glycol)proteins with specific affinity to sugar residues in tissues and cells. 
Colloidal gold is a (water) suspension of gold nanoparticles. Lectin-colloidal gold 
conjugates can be used in transmission electron microscopy to label sugar residues in 
healthy and pathologically modified specimens. In the thesis we used three methods of 
synthesis of 20 nm and 10 nm colloidal gold particles. Colloidal gold was successfully 
synthesized by the CM-20nm-1 citrate method and OCM-10nm inverse citrate method, 
however by CM-20nm-2 citrate method the colloidal gold precipitated. We conjugated 
lectins ACA and jacalin (Jac), which specifically recognize galactosyl-(β-1,3)-N-
acetylgalactosamine, with colloidal gold synthesized by using CM-20nm-1 and 
OCM-10nm methods. The results of colloidal gold synthesis and conjugation with lectins 
was verified by transmission electron microscopy (TEM) and a spectrophotometer to 
measure the UV-VIS spectrum (190 nm to 900 nm). The results of TEM and UV-VIS 
spectroscopy showed that the colloidal gold particles were synthesized by the CM-20nm-
1 and OCM 10nm methods about 16 nm in size. The success of conjugation with TEM 
could not be confirmed, and UV-VIS spectroscopy confirmed that the conjugation of 
ACA and Jac lectins with colloidal gold was successful. Although we were unable to 
synthesize colloidal gold of different sizes, we were able to demonstrate that the process 
of colloidal gold synthesis of about 16 nm in size and subsequent conjugation with ACA 
and Jac lectins were simple and reproducible. We performed lectin histochemistry using 
lectins conjugated with fluorochromes (ACA-FITC and Jac-FITC) on paraffine sections 
of mouse urinary bladder and kidney renal cortey. The results showed specific labelling 
to the marginal parts of the urothelial cells and to the distal tubules and glomeruli of the 
renal cortex. Therefore, the mouse renal cortex tissue was selected for positive control. 
To determine the ultrastructural localization of the sugar residues in the urothelial cells, 
we performed lectin histochemistry on ultrathin sections of mouse bladder. Different 
chemical fixation methods (4-percent FA/PHEM and 1-percent GA/PHEM) and bladder 
tissue embedding techniques were used and the binding specificity of commercially 
available lectin-colloidal gold conjugates was compared with the lectin-colloidal gold 
conjugates that were synthesized. We found that the binding of the synthesized and 
 
 
commercially available conjugates on cryoultrathin sections and ultrathin sections 
embedded into the Lowicryl K4M artificial resin was nonspecific. This is probably due 
to the change in the sugar residues, which is the result of embedding into the Lowicryl 
K4M artificial resin or gelatin in the process of preparation of cryoultrathin sections. This 
conclusion was also confirmed by the results of the positive control where lectins ACA 
and Jac specifically bound to paraffin sections (chemical fixation with 4-percent 
FA/PHEM). In contrast, binding to cryoultrathin sections (chemical fixation with 
4-percent FA/PHEM or 1-percent GA/PHEM) of renal cortex was nonspecific.  
 
Keywords: colloidal gold, lectin, lectin histochemistry, transmission electron microscopy
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1 Pregled literature 
1.1 Lektini 
Zgodovina lektinov sega v leto 1888, ko je Stillmark raziskoval rastlino kloščevec 
(lat. Ricinus communis) in njene lastnosti opisal v svoji doktorski disertaciji. Pokazal je, 
da ekstrakt semen kloščevca zleplja eritrocite različnih živali kot so zajci, mačke, psi in 
konji. Verjel je, da je za zlepljanje odgovoren en sam, kot ga je takrat poimenoval, encim, 
vendar danes vemo, da se v kloščevcu nahajata lektina RCA-I in RCA-II, od katerih je 
slednji dobro poznan tudi kot strup ricin [1, 2]. Deset let kasneje je Elfstrand opisal 
proteine, ki aglutinirajo oziroma zlepljajo eritrocite in od takrat je v uporabi izraz 
'aglutinin' [3].  
Lektin je splošen izraz za molekulo neimunogenega izvora, ki kaže specifično afiniteto 
do sladkornih preostankov. Poimenovanje lektin izhaja iz latinske besede legere, ki 
pomeni 'izbrati' [4]. Makromolekula je definirana kot lektin, ko izpolnjuje tri pogoje [5-
7]: 
i) Je (gliko)protein z nekatalitično domeno, ki prepozna in se veže na sladkorne 
preostanke oziroma ogljikove hidrate (angl. carbohydrate recognition 
domain - CRD). 
Ta pogoj izključi tanine in lipide. 
ii) Ni imunoglobulin. 
Kljub temu, da se lektini obnašajo podobno kot protitelesa, imajo popolnoma 
drugačno strukturo kot imunoglobulini.  
iii) Ob vezavi na sladkorne preostanke ne spremeni njihovih lastnosti, torej ni 
encim. 
S tem pogojem izključimo glikoziltransferaze in glikozidaze, ki spadajo med 
encime. Nekatere glikozidaze imajo namreč pri nizkih temperaturah 
sposobnost zlepljanja (aglutinacije) eritrocitov. 
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Lektini so (gliko)proteini, ki se nahajajo v rastlinah, glivah, virusih, mikroorganizmih in 
živalih [8]. V rastlinah se najpogosteje nahajajo v semenih, lahko pa tudi v koreninah, 
gomoljih, lubju in listih [9]. Lektine opredelimo kot enostavne in večdomenske. 
Rastlinski lektini v celoti spadajo med enostavne lektine, medtem ko so virusni in živalski 
lektini večdomenski [6].  
1.1.1 Naloge in uporaba lektinov 
Naloge lektinov so raznolike in odvisne od organizma, kjer se lektini nahajajo. Sprva so 
jih odkrili v rastlinah in domnevali, da imajo vlogo kot rastlinska protitelesa [10]. Kasneje 
so razvili dve teoriji. Prva teorija izpostavlja zaščitno vlogo, saj so lektini rastlinski 
obrambni mehanizem pred fitopatogenimi mikroorganizmi (virusi in bakterijami), insekti 
in sesalci. Prvi pokazatelj zaščitne vloge je, da se lektini najpogosteje nahajajo v delih 
rastlin, ki so tarča napadov patogenov. Drugi pokazatelj je, da izkazujejo sposobnost 
vezave na sladkorne preostanke drugih organizmov, pri čemer pogosto kažejo afiniteto 
do oligomernih sladkornih preostankov, ki niso značilni za rastline temveč za živalske 
glikoproteine [7]. Antibakterijska zaščita lektinov je posredna in sicer preko inhibicije 
gibljivosti bakterij. Poleg navedenih lastnosti so lektini stabilni v širokem pH območju, 
odporni na visoke temperature in živalske proteaze [7]. Druga možna teorija se nanaša na 
fenomen nodulacije in fiksacije dušika. Ta teorija predpostavlja, da imajo lektini 
pomembno vlogo pri simbiozi bakterij, ki fiksirajo dušik, z rastlinskimi noduli [11]. Na 
podlagi mnogih študij danes lektinom pripisujemo različne vloge pri (i) rastlinah, kjer 
velja, da lektini delujejo obrambno pred škodljivci, kot so insekti in glive, (ii) bakterijah 
in virusih, kjer imajo lektini ključno vlogo pri uspešni infektivnosti, ter (iii) živalih, kjer 
lektini sodelujejo pri celični adheziji in medceličnem prepoznavanju, transportu in 
shranjevanju ogljikovih hidratov, metastaziranju ter pri aktivaciji imunskega sistema [6, 
12].  
Lektine so sprva uporabljali za določanje krvnih skupin po sistemu AB0, saj se sladkorni 
preostanki na membranah eritrocitov razlikujejo med krvnimi skupinami [8]. Lastnosti 
lektinov so privedle tudi do njihove uporabe pri diagnostiki in raziskavah na področjih 
biokemije, celične biologije in medicine. Afinitetna kromatografija z imobiliziranim 
lektinom je v uporabi za izolacijo preiskovanih glikoproteinov, lektinska ELISA se 
uporablja za določevanje koncentracije protiteles v vzorcu in lektinska histokemija se 
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uporablja za označevanje sprememb v sestavi in razporeditvi sladkornih preostankov v 
tkivnih rezinah [6, 13]. Lektinska histokemija je metoda, pri kateri s konjugiranimi lektini 
(to so lektini označeni z označevalci kot so fluorokromi, koloidno srebro in koloidno 
zlato) označujemo sladkorne preostanke v celicah ali na površini celic. Uporabna je pri 
študijah rakavih celic, za katere je značilna sprememba v glikozilaciji v primerjavi z 
zdravimi celicami [14]. Lektini bi lahko zato služili tudi kot diagnostični označevalci, za 
inhibicijo rasti rakavih celic ter kot dostavni sistem za tarčen vnos zdravil [15-17]. 
1.1.2 Specifičnost vezave lektinov 
Mehanizem vezave lektinov na sladkorne preostanke je podoben vezavi protiteles na 
antigene. Lektini z domeno CRD prepoznajo ter se reverzibilno in nekovalentno vežejo 
na enostavne ali kompleksne sladkorne preostanke na polisaharidih, glikoproteinih in 
glikolipidih. Posamezen lektin ima lahko več domen CRD in posledično se lahko veže na 
več različnih sladkornih preostankov [18, 19]. Lektine lahko v grobem razdelimo glede 
na afiniteto do sladkornih preostankov v pet skupin in sicer se vežejo na (i) glukozo in/ali 
manozo, (ii) galaktozo in N-acetil-D-galaktozamin (Gal/GalNAc), 
(iii) N-acetilglukozamin, (iv) L-fukozo in (v) sialično kislino [20].  
1.1.3 Lektin ACA 
Lektin ACA (angl. Amaranthus caudatus agglutinin), ki ga nekateri imenujejo tudi lektin 
ACL (angl. Amaranthus caudatus lectin) se nahaja v semenih rastline repati ščir (lat. 
Amaranthus caudatus, družina Amaranthaceae). Lektin ACA sodi v skupino enostavnih 
lektinov, ki se vežejo na galaktozo in N-acetil-D-galaktozamin (Gal/GalNAc), in se 
specifično veže na galaktozil(β-1,3)N-acetilgalaktozamin (Galβ1-3GalNAc) in tudi 
njegovo sialično obliko [2, 21, 22]. Drugo ime za Galβ1-3GalNAc je tudi antigen 
Thomsen-Friedenreich ali antigen T, ki je specifičen označevalec rakavih celic [23-25]. 
Lektin ACA ni glikoziliran. S poliakrilamidno gelsko elektroforezo lektina ACA (SDS 
PAGE) je bila določena ena sama lisa z molekulsko maso med 33 – 36 kDa. S 
sedimentacijo določena molekulska masa pa znaša okoli 62 kDa, kar nakazuje, da je 
nativni lektin ACA homodimer. Posamezna podenota ima po eno vezavno mesto za 
sladkorne preostanke (slika 1.1) [22, 26].  
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Slika 1.1 Lektin ACA v kompleksu z benzilnim antigenom T (Gal-β1,3-GalNAc-α-O-
benzil). Lektin ACA je homodimer, vendar sta podenoti za boljše razumevanje različno 
obarvani (turkizne in roza barve). Na vsaki podenoti je eno vezavno mesto za sladkorne 
preostanke, v tem primeru za Gal-β1,3-GalNAc-α-O-benzil (PDB: 1JLX) [27].  
1.1.4 Lektin jakalin (Jac) 
Jakalin (Jac) je lektin, ki se nahaja v semenih kruhovca (lat. Artocarpus integrifolia, 
družina Moraceae) in predstavlja več kot polovico vseh proteinov, ki se nahajajo v 
semenih te rastline [28-30]. Jac je glikoprotein in spada v skupino Gal/GalNAc vezavnih 
lektinov, saj kaže specifično afiniteto do galaktoze. Podobno kot lektin ACA se tudi Jac 
veže na galaktozil(β-1,3)N-acetilgalaktozamin (Galβ1-3GalNAc) in njegovo sialično 
obliko. Jac so prvič izolirali proti koncu sedemdesetih let 20. stoletja. Ko so ugotovili, da 
se specifično veže na človeški IgA (predvsem IgA1), so ga imobiliziranega na zamreženo 
agarozo začeli s pridom izkoriščati pri afinitetni kromatografiji za izolacijo in čiščenje 
človeških IgA, saj je bila pred tem tovrstna izolacija zahtevna in dolgotrajna [31-33]. 
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Velikost Jac je bila najprej določena leta 1991 z gelsko filtracijo ob prisotnosti 
metil-α-galaktoze in z nativno poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) pri kislem 
pH [34]. Leto kasneje so velikost določili tudi z metodo ultracentrifugiranja [35]. Leta 
1996 so Sankaranarayanan in sodelavci z rentgensko praškovno difrakcijo določili 
kristalno strukturo Jac v kompleksu z metil-α-galaktozo [36]. Na proteinski del, 
najverjetneje na treoninskem aminokislinskem ostanku na mestu 74, ima preko 
N-glikozidne vezi vezan heptasaharid [37]. Jac je 65-66 kDa velik tetramer z dvema 
polipeptidnima verigama α in β, ki sta nekovalentno povezani. Težka veriga α je 
sestavljena iz 133 aminokislinskih ostankov in lahka veriga β iz 20-21 aminokislinskih 
ostankov [42-44]. Verigi se združita v edinstveno monomerno strukturno podenoto, 
imenovano β-prizma. Le-ta je sestavljena iz treh β-ploskev, pri čemer ima vsaka ploskev 
štiri antiparalelne trakove [36]. Štiri β-prizme se sestavijo v končno homotetramerno 
strukturo (slika 1.2). Jac ima na posamezni podenoti (β-prizmi) dve vezavni mesti za 
sladkorne preostanke [38, 39]. Primarno vezavno mesto prepozna GalNAc in sekundarno 
vezavno mesto prepozna oligosaharide na rdečih krvnih celicah [40]. Tetramerna 
struktura Jac je precej fleksibilna in zato omogoča vezavo na različne kombinacije 
sladkornih preostankov, med katerimi so tudi glukoza, laktoza, galaktoza, manoza, 
oligomanoza, N-acetilnevraminska kislina in N-acetilmuraminska kislina [38].  
Jac se danes uporablja v imunohematologiji za določanje krvnih skupin po sistemu AB0 
[41]. Znana je tudi uporaba prirejene metode ELISA, kjer so klasična protitelesa 
zamenjana z Jac. S takim testom je možno izmeriti količino IgA1 v serumu in slini z mejo 
detekcije 0,6 μg/mL in 0,2 μg/mL [13].  
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Slika 1.2 Struktura lektina Jac. Jac je sestavljen iz štirih podenot, imenovanih β-prizma. 
Vsaka je sestavljena iz težke verige α (turkizne barve) in lahke verige β (roza barve) 
(PDB: 1KU8) [38]. 
1.2 Koloidno zlato 
Koloidno zlato so znali pripravljati že Stari Rimljani v antičnih časih. Dodajali so ga pri 
izdelavi okrasnih čaš, kot je npr. Likurgova čaša, ki je zaradi sipanja svetlobe na delcih 
koloidnega zlata rdeče ali zelene barve. Barva je odvisna od smeri, s katere preseva 
svetloba [42]. Zapise o koloidnem zlatu in njegovi medicinski namembnosti so našli tudi 
pri indijskih, kitajskih in arabskih znanstvenikih iz 5. in 4. stoletja pr. n. št. [43]. Proti 
koncu srednjega veka so iz zlate nanozlitine z dodatkom kositra uspeli pripraviti vijolično 
barvilo in ga uporabili pri barvanju steklenih izdelkov, še kasneje pa je koloidno zlato v 
odtenkih rdeče in rumene moč opaziti tudi v pološčenih lončarskih izdelkih iz 17. 
stoletja [44]. Prvi, ki je opisal optične lastnosti koloidnega zlata, je bil Faraday v 50ih 
letih 19. stoletja [45]. Zanimivo je, da je s svojimi poskusi posredno dokazal tudi 
dolgotrajno stabilnost koloidnega zlata, saj so njegovi koloidi še danes optično 
aktivni [46]. 
Koloid je stabilna snov, pri kateri je ena faza razpršena v drugi fazi, in koloidno zlato je 
suspenzija nanometrskih delcev zlata v topilu [47]. V primeru, da je topilo voda, 
suspenzije imenujemo hidrosoli, kadar pa je topilo organska spojina, govorimo o 
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organosolih [48]. Pojem koloidno zlato se v literaturi pojavlja tudi kot pojem zlati 
nanodelci (angl. Au nanoparticles – AuNP), ki so razpršeni v vodi [49]. Izraz 'koloid' je 
prvi skoval Thomas Graham v drugi polovici 19. stoletja in izhaja iz grške besede 'kolla', 
ki pomeni lepilo [47]. Izraz 'nano' je izpeljan iz grške besede za 'pritlikavo' oziroma 
'izredno majhno' in o nanodelcih govorimo, kadar so le-ti veliki od 1 do 100 nm [50]. 
Koloidno zlato izkazuje posebne optične lastnosti zaradi pojava, ki ga imenujemo 
površinska plazmonska resonanca (angl. surface plasmon resonance – SPR). Površinska 
plazmonska resonanca je posledica interakcije med elektromagnetnim valovanjem 
svetlobe in elektroni v prevodnem pasu kovin. Skupek elektronov v prevodnem pasu 
kovine začne ob vpadu fotonov oscilirati in absorbira svetlobo v točno določenem delu 
spektra. Izmerjena absorbanca nam da podatek o koncentraciji, velikosti in obliki delcev 
koloidnega zlata [51, 52]. 
1.2.1 Sinteza koloidnega zlata 
Elementarno zlato spada med žlahtne kovine in je inertno oziroma zelo slabo reaktivno. 
Koloidno zlato se razlikuje od elementarnega zlata, saj je zelo reaktivno. Kadar je 
sintetizirano po citratni metodi, ima koloidno zlato negativno nabit citratni ovoj. Le-ta 
povzroči, da se delci koloidnega zlata med seboj elektrostatsko odbijajo, hkrati pa 
omogoča elektrostatske povezave s pozitivno nabitimi makromolekulami, kot so na 
primer protitelesa, encimi in lektini [47, 53].  
Koloidno zlato nastane v reakciji redukcije zlatih ionov Au3+ v elementarno zlato Au0. 
Metod sinteze koloidnega zlata je več. Pionir sinteze koloidnega zlata je John Turkevich, 
ki je leta 1951 opisal prvo in do danes najenostavnejšo metodo. V svoji raziskavi je 
preizkusil več do takrat znanih načinov sinteze, med drugimi tudi citratno metodo. Po tej 
metodi nastane iz vroče raztopine kloroavrične kisline (HAuCl4) ob dodatku raztopine 
natrijevega citrata (Na3C6H5O7 x 2H2O) vodna suspenzija koloidnega zlata s sferičnimi 
in približno enako velikimi delci zlata [54, 55]. Njegovo metodo je približno 20 let 
kasneje dodelal G. Frens. Razširil je rezultate prvotne metode, saj je za redukcijo uporabil 
različne volumne raztopine natrijevega citrata in dokazal, da je velikost delcev odvisna 
od vrednosti pH [56, 57]. Znane metode so še Brust-Schiffrinova metoda, Perraultova 
metoda in Martinova metoda. Vse naštete spadajo pod kemijske metode, ki jih lahko v 
splošnem razdelimo v dva pristopa: od spodaj navzgor (angl. bottom-up) in od zgoraj 
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navzdol (angl. top-down). Med pristope od spodaj navzgor prištevamo kemijske, 
fotokemijske in elektrokemijske metode ter nanolitografijo. Vsem je skupno, da pride pri 
sintezi do sestavljanja atomov v nanostrukture. Le-te so lahko sferične, paličaste ali celo 
bolj kompleksnih oblik, kot na primer zvezdaste. Slabost pristopa od spodaj navzgor je 
raznolikost velikosti delcev [58, 59]. Med pristope od zgoraj navzdol prištevamo 
fotolitografijo, litografijo z elektronskim snopom in lasersko abrazijo. Slabost pristopa 
od zgoraj navzdol je predvsem velika količina odpadnega materiala glede na majhen 
izkoristek [60-62]. Koloidno zlato je možno pridobivati tudi s t.i. biosintezo, kar pomeni, 
da so kot možni reducenti uporabljeni mikroorganizmi ali biološke makromolekule. 
Raztopina kloroavrične kisline HAuCl4 se ob dodatku ekstraktov rastlin, ki vsebujejo 
ključne katalitične elemente, kot so flavonoidi in fitosteroli, reducira do koloidnega zlata 
z delci velikosti od 5–300 nm [63, 64]. Znano je, da mikroorganizmi interagirajo s 
kovinami in zato ni presenetljivo, da lahko delujejo tudi kot žive tovarne, kjer iz raztopine 
kloroavrične kisline sintetizirajo zlate nanostrukture (paličastih in zvezdastih oblik). 
Biološke makromolekule, ki vsebujejo hidroksilne in karbonilne funkcionalne skupine, 
lahko s pomočjo le-teh reducirajo Au3+ v elementarno zlato Au0 [65-69]. Z biosintezo se 
izognemo pogostim slabostim kemijskih metod, kot so strupeni in toksični reagenti in 
stranski produkti ter velika količina odpadnega materiala pri sintezi koloidnega zlata v 
industrijskem merilu [70, 71]. Poleg zmanjšanja slabosti je biosinteza koloidnega zlata 
skladna z načeli zelene kemije, ki se jih vse bolj vključuje v sodobno znanost in 
industrijo [72]. 
Izhodna spojina, ki je najpogosteje uporabljana v kemijskih sintezah, je raztopina 
kloroavrične kisline HAuCl4. Le-ta se ob dodatku različnih reducentov, kot so na primer 
citronska kislina in njene soli, beli fosfor, tiocianat, oksalna kislina, formaldehid, 
hidrazin, hidroksilamin, vodikov peroksid, borohidrid, aminoboran in drugi, reducira do 
Au0 [47, 73, 74]. Kadar kot reducent uporabimo citronsko kislino ali njene soli [npr. 
raztopino natrijevega citrata], govorimo o citratni sintezi koloidnega zlata. Vendar potek 
te sinteze ni popolnoma jasen. Predpostavljena sta dva modela poteka citratne sinteze 
koloidnega zlata, ki sta odvisna od pH [57, 75]. 
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1.2.2 Uporabnost koloidnega zlata 
Skozi zgodovino so koloidno zlato uporabljali za zdravljenje sifilisa, alkoholizma in za 
lajšanje bolečin pri rakavih bolnikih. Poleg tega so se zlate soli oziroma raztopine zlata 
uporabljale tudi za lajšanje bolečin in oteklin pri revmatoidnem artritisu in tuberkulozi 
[76-78]. Danes se koloidno zlato uporablja na področjih elektronike, molekularne 
biologije, klinične kemije in medicine, označevanja in slikanja celic, v zadnjih letih pa 
predvsem za fototermolizo mikroorganizmov in rakavih celic ter za t. i. nano-onkologijo 
[79, 80]. Tudi na področju uvajanja novih vektorjev za ciljan vnos bioloških 
makromolekul in zdravilnih učinkovin v obolele celice dobiva pomembno mesto 
koloidno zlato [79-86]. V porastu je sicer testiranje in uporaba liposomov in razgradljivih 
polimerov, vendar je zaradi optimalnih lastnosti smotrna tudi uporaba koloidnega zlata 
[87]. V primerjavi z ostalimi anorganskimi nanodelci je koloidno zlato bolj 
biokompatibilno, kemijsko stabilno ter enostavnejše za sintezo in konjugacijo s 
funkcionalnimi molekulami [49, 88, 89].  
Uporabnost koloidnega zlata je odvisna od velikosti delcev. Do 20 nm veliko koloidno 
zlato se uporablja za imunooznačevanje v vrstični (angl. scanning electron 
microscopy – SEM) in presevni elektronski mikroskopiji (angl. transmission electron 
microscopy – TEM). Srednje veliki nanodelci (do 60 nm) so primerni za uporabo pri 
izolaciji makromolekul in za tarčno dostavo zdravil. Velike nanodelce (do 250 nm) 
uporabljajo pri forenzičnih raziskavah, pri izdelavi raznih elektronskih naprav in pri 
mamografiji [47]. Pred uporabo koloidnega zlata za imunooznačevanje v presevni 
elektronski mikroskopiji so uporabljali železo oziroma feritin, živo srebro in celo uran. 
Za namene označevanja antigenov v imunoelektronski mikroskopiji sta leta 1971 
koloidno zlato prvič uporabila raziskovalca Faulk in Taylor [90]. Koloidno zlato je 
elektronsko gosto in zaradi svojih lastnosti idealno za imunoelektronsko mikroskopijo 
[47]. Idealna velikost delcev koloidnega zlata za uporabo v presevni elektronski 
mikroskopiji je 12-20 nm, uporabljajo pa se lahko tudi delci veliki od 5-30 nm [91]. 
Koloidno zlato je zelo primerno tudi za konjugacijo bioloških makromolekul, saj ne 
spremeni njihove strukture in aktivnosti [92]. Uvedba novih vklopnih sredstev je še 
utrdila uporabnost koloidnega zlata kot označevalca makromolekul. Raziskovalci z 
Univerze v Baslu v Švici so pripravili hidrofilne in hidrofobne umetne smole, imenovane 
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Lowicryl. Le-te so omogočile vklapljanje tkiv pri nižjih temperaturah ter ohranitev 
ultrastrukture celic in zmanjšale nespecifično vezavo označenih protiteles in lektinov [93-
96]. Pomembno je omeniti umetno smolo Lowicryl K4M, ki je akrilatno-metakrilatna 
mešanica nizke viskoznosti in se je izkazala za nadvse primerno vklopno sredstvo pri 
lektinski histokemiji. Z uporabo klasične vklopne smole Epon se namreč sladkorni 
preostanki ne ohranijo dovolj, da bi jih na tako pripravljenih rezinah lahko označili z 
lektinsko histokemijo [96-100].  
1.2.3 Konjugacija koloidnega zlata  
Koloidno zlato ne agregira in je stabilno brez dodatka stabilizatorjev zaradi 
elektrostatskih odbojnih sil med posameznimi delci koloidnega zlata [101]. Koloidno 
zlato je v temnem in hladnem prostoru stabilno nekaj mesecev. Najboljši in 
najenostavnejši indikator stabilnega koloida je njegova rdeča barva oziroma spekter 
rdečih odtenkov. Če koloidu dodamo elektrolite, se delcem zmanjša premer ionskega 
ovoja in med njimi pride do manjšega elektrostatskega odboja. Takrat začnejo delci 
koloidnega zlata zaradi liofilne narave tvoriti skupke in v tem primeru koloid spremeni 
barvo iz rdeče v modro ali vijolično [47]. Zato ga za stabilizacijo konjugiramo s polietilen 
glikolom (angl. polyethylene glycol – PEG), s proteini, izmed katerih se najpogosteje 
uporablja goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin – BSA), pogosto pa ga 
funkcionaliziramo tudi s protitelesi ali lektini [102].  
Obstaja nekaj splošnih napotkov za vezavo koloidnega zlata na lektine. Ob primernih 
pogojih pride do nekovalentnih povezav (preko elektrostatskih sil) med izbranim 
lektinom in delci koloidnega zlata. Da do te vezave pride, mora biti zadoščeno več 
pogojem, ki so opisani v nadaljevanju. Opisani pogoji veljajo za proteine in lektine [101]. 
I. Uravnavanje vrednosti pH koloidnega zlata za konjugacijo z vsakim posameznim 
lektinom.  
Opisanih je več fizikalno-kemijskih dejavnikov, ki vplivajo na adsorpcijo lektinov na 
koloidno zlato. Kot najpomembnejšega sta opredelila Geoghegan in Ackerman, in sicer 
je to pH, pri katerem je izvedena reakcija vezave ali stabilizacije [101]. Lektin ima najbolj 
dostopno površino za vezavo na koloidno zlato pri ali tik nad svojo izoelektrično točko 
(pI). To je vrednost pH, kjer se aminokislinski ostanki lektina v raztopini nahajajo v obliki 
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iona dvojčka in imajo zato neto naboj enak nič. Tako je lektin v svoji izoelektrični točki 
električno nevtralen. Reakcije konjugacije zato izvajamo pri vrednosti pH, ki je za 0,5 
višja od pH izoelektrične točke izbranega lektina [101, 103]. Vrednost pH koloidnega 
zlata moramo torej naravnati glede na vrednost izoelektrične točke izbranega lektina + 
0,5. Če želimo pH koloidnega zlata znižati, dodamo 0,1 M oziroma 0,1 N raztopino 
vodikovega klorida (HCl) ali 1 M raztopino etanojske kisline (CH3COOH). Če želimo 
vrednost pH zvišati, dodamo 0,2 M raztopino kalijevega karbonata (K2CO3) [101]. 
Vrednost pH merimo z lističi ali elektrodo za merjenje pH. Lističi so enostavnejši za 
uporabo, vendar manj natančni kot merjenje z elektrodo. Pri merjenju pH z elektrodo je 
potrebna dodatna pazljivost, saj lahko koloidno zlato zamaši pore na elektrodi. Da se temu 
izognemo, moramo na 5 mL koloidnega zlata dodati eno kapljico 1-odstotne raztopine 
PEG z molekulsko maso 20,000 [101].  
II. Titracija za določanje najnižje koncentracije lektina, s katerim konjugiramo 
koloidno zlato in ga hkrati stabiliziramo. 
Delci koloidnega zlata (sintetizirani po citratni metodi) imajo negativni citratni naboj, 
zato je med njimi odbojna sila, ki pa se ob dodatku močnih elektrolitov zmanjša in lahko 
povzroči neželeno agregacijo delcev. Za konjugacijo koloidnega zlata nanj vežemo lektin, 
katerega najnižjo koncentracijo, ki še stabilizira koloidno zlato, določimo s predhodno 
titracijo [104]. Pripravimo 10 raztopin izbranega lektina naraščajočih koncentracij. 
Predhodno umerjeni suspenziji koloidnega zlata dodamo raztopino lektina in 10-odstotno 
NaCl ter kratkotrajno inkubiramo ob stalnem mešanju. Koncentracija lektina v vzorcu, ki 
ni spremenil barve iz rdeče v modro, je najnižja koncentracija, ki še stabilizira koloidno 
zlato. 
1.2.4 Karakterizacija koloidnega zlata 
Lastnosti koloidnega zlata lahko merimo z optičnimi spektroskopskimi metodami, z 
rentgensko praškovno difrakcijo in s pregledom koloidnega zlata pod presevnim 
elektronskim mikroskopom. Koloidnemu zlatu določamo koncentracijo delcev, velikost 
delcev, obliko, razpršenost delcev ter če se delci pojavljajo v skupkih. Pri spektroskopskih 
metodah izkoriščamo lastnosti površinske plazmonske resonance, pri čemer lahko 
dobimo iz izmerjene absorbance podatek o velikosti in obliki delcev [51]. Koloidno zlato 
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doseže absorpcijski vrh v intervalu od 510-550 nm. Za delce velikosti okoli 15 nm je 
značilen absorpcijski vrh pri okoli 520 nm [105]. Valovna dolžina absorpcijskega vrha 
nam torej pove nekaj o velikosti delcev, absorbanca o koncentraciji delcev, širina 
absorpcijskega vrha pa je sorazmerna s porazdelitvijo velikosti delcev. V splošnem velja, 
da širši kot je vrh, večji je razpon velikosti delcev. Konjugacija, pa tudi morebitna 
agregacija, koloidnega zlata s proteini ali lektini povzroči premik absorpcijskega vrha k 
višjim valovnim dolžinam. Temu premiku botruje sprememba v dielektričnosti delcev, ki 
je posledica nedavne konjugacije ali (nezaželene) agregacije [105-107]. Z metodo 
dinamičnega sipanja svetlobe (angl. Dynamic Light Scattering – DLS) merimo 
porazdelitev velikosti nanodelcev [108]. Najenostavnejši in eden izmed prvih ter 
najpogostejših načinov analize sintetiziranega koloidnega zlata je še vedno pregled delcev 
s presevnim elektronskim mikroskopom. S presevnim elektronskim mikroskopom 
določamo velikost in obliko delcev koloidnega zlata, porazdelitev velikosti delcev ter 
preverimo, če se koloidno zlato pojavlja v skupkih [47].   
1.3 Sečila 
Človeško telo je funkcionalno razdeljeno v enajst organskih sistemov. Izraz sečila je 
skupno ime za organski sistem, ki skrbi za nastajanje urina, izločanje škodljivih snovi in 
presnovkov iz telesa, uravnavanje volumna krvi in krvnega pritiska ter uravnavanja pH 
krvi. V skupino sečil prištevamo ledvice, sečevoda, sečni mehur in sečnico (slika 1.3) 
[109, 110]. 
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Slika 1.3 Shematski prikaz človeških sečil. Sečila je skupno ime za obe ledvici in 
iztekajoča se sečevoda, sečni mehur in sečnico. 
1.3.1 Ledvice 
Ledvice so paren organ, sestavljen iz dveh fižolasto oblikovanih ledvic, v katerem se tvori 
urin. Desna ledvica leži pod jetri in leva ledvica v primerjavi z desno nekoliko višje pod 
trebušno prepono. Naloge ledvic zajemajo (i) vzdrževanje homeostaze sestave in 
volumna telesnih tekočin ter uravnavanje acidobaznega ravnovesja, in (ii) izločanje vode, 
neorganskih topljencev, organskih presnovnih produktov, zdravil in odpadnih 
snovi [110]. 
Vzdolžni prerez ledvice pokaže, da je zgrajena iz ledvične skorje (lat. cortex renalis), kjer 
se nahajajo ledvična telesca (glomeruli) in zviti deli proksimalnih in distalnih ledvičnih 
tubulov, ter ledvične sredice (lat. medulla renalis), ki ima obliko piramid. 
Strukturno-funkcionalne enote ledvic so nefroni, pri čemer ima vsaka ledvica okoli 2 
milijona nefronov [109, 110]. Nefron je sestavljen iz ledvičnega (Malphigijevega) telesca 
(glomerul in Bowmanova kapsula) in ledvičnega tubularnega sistema (proksimalni in 
distalni tubuli). Nefroni skozi korake filtracije, resorpcije, sekrecije in ekskrecije 
prefiltrirajo kri najprej v primarni in nato v sekundarni urin [110]. 
Maja Grdadolnik. Sinteza konjugatov lektin-koloidno zlato za lokalizacijo sladkornih preostankov v 
urotelijskih celicah. 
 
14 
 
1.3.2 Sečni mehur 
Sečni mehur je votel mišičast organ, ki se pri človeku nahaja v medenični kotanji. 
Njegova glavna naloga je shranjevanje in izločanje urina ter preprečevanje prehoda 
toksinov in ionov v krvni obtok [111]. Stena sečnega mehurja je sestavljena iz treh plasti. 
Serozna plast in adventicija sta zunanji plasti. Vmesno plast iz gladkih mišic imenujemo 
mišična plast ali detruzor. Detruzor sodeluje pri hitrem krčenju med mikcijo oziroma 
uriniranjem [112]. Med mišično plastjo in epitelijem, ki meji na svetlino sečnega mehurja, 
je lamina propria sestavljena iz rahlega vezivnega tkiva s prepletom krvnih žil in živčnih 
vlaken. Skupno ime za lamino proprio in specializiran epitelij, imenovan urotelij, je 
sluznica, ki predstavlja tretjo plast. Ker je urotelij v neposrednem stiku z urinom, je 
njegova zgradba ključna pri ohranjanju krvno-urinske pregrade [111].  
1.4 Urotelij sečnega mehurja 
Urotelij je večskladni epitelij, ki pokriva večji del urinarnega trakta od ledvičnega meha 
(lat. renal pelvis) do sečnice (lat. urethra). Čeprav pokriva vse navedene predele, se 
njegova zgradba med predeli razlikuje. Urotelij se obnavlja zelo počasi (t. j. na približno 
200 dni). Urotelij vseh sesalcev ima podobno zgradbo in sicer sestoji iz treh do šestih 
skladov različno diferenciranih celic (slika 1.4), pri katerih stopnja diferenciranosti celic 
narašča v smeri od bazalne lamine proti svetlini [113, 114]. Na bazalno lamino so 
pritrjene kubične bazalne celice, ki so zarodne celice za obnovo in nadaljnjo 
diferenciacijo celic. Nanje se nalaga več skladov delno diferenciranih vmesnih celic. Pri 
glodavcih je vmesni sklad celic enojen, medtem ko so pri višje razvitih sesalcih vmesne 
celice prisotne v več skladih [114]. Na površini so dokončno diferencirane površinske 
dežnikaste celice, katerih glavna naloga je vzdrževanje krvno-urinske pregrade. Apikalno 
plazmalemo dežnikastih celic v 70 – 90 odstotkih gradijo urotelijski plaki. 
Urotelij ima primarno zaščitno vlogo, saj vzdržuje krvno-urinsko pregrado, ki preprečuje 
prehod proteinov in ionov iz urina v kri ter prehod vode iz okoliških tkiv v urin. Pri 
zaščitni vlogi in vzdrževanju krvno-urinske pregrade imajo najpomembnejšo vlogo tesni 
stiki med dežnikastimi celicami, urotelijski plaki in plast glikozaminoglikanov (GAG-ov) 
na površini dežnikastih celic. Sladkorni preostanki uroplakinov v urotelijskih plakih in 
GAG-i skupaj sestavljajo glikokaliks, ki ščiti pred mehanskimi poškodbami, 
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mikroorganizmi, karcinogeni in drugimi toksičnimi substancami [115]. Hkrati je urotelij 
odporen proti nateznim silam, saj se mora sečni mehur pri uriniranju hitro skrčiti, med 
postopnim polnjenjem z urinom pa se počasi razteza [111, 112, 116]. Poleg zaščitne sta 
vlogi urotelija tudi izločanje in sprejemanje senzoričnih signalov [117].  
 
 
Slika 1.4 Shematski prikaz urotelija. Na bazalno lamino so pritrjene bazalne celice (BC), 
na katere se nalaga več skladov vmesnih celic (VC). Površinske celice (PC), ki mejijo na 
svetlino sečnega mehurja (S) in so v stiku z urinom, so končno diferencirane dežnikaste 
celice. 
1.4.1 Urotelijski plaki 
Urotelijski plaki so konkavno oblikovane strukture zgrajene iz heksagonalno urejenih 
transmembranskih proteinov imenovanih uroplakini [118]. Nahajajo se v apikalni 
plazmalemi dežnikastih celic in prekrivajo od 70-90 odstotkov površine teh celic. 
Urotelijski plaki so eni izmed ključnih dejavnikov, ki omogočajo, da je urotelij 
nepropusten in hkrati sposoben hitrega krčenja ter počasnega raztezanja. Urotelijske 
plake najdemo tudi v fuziformnih veziklih v citoplazmi dežnikastih celic [111]. 
Fuziformni vezikli predstavljajo transportni sistem za prenos urotelijskih plakov do 
apikalne plazmaleme [119-121]. Ko prispejo do plazmaleme, se fuziformni vezikli zlijejo 
z apikalno plazmalemo, kar imenujemo eksocitoza [122]. S presevno elektronsko 
mikroskopijo so ugotovili, da so urotelijski plaki asimetrično odebeljeni, saj je njihov 
zunajcelični sloj skoraj dvakrat debelejši od znotrajceličnega [123, 124]. Urotelijski plaki 
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so označevalci končne diferenciacije dežnikastih celic. V apikalni plazmalemi se med 
plaki nahajajo medplakne regije [125].  
1.4.2 Uroplakini 
Uroplakini (UP) so heteropolimerni transmembranski proteini in pri sesalcih poznamo 
štiri glavne vrste: UPIa (27 kDa), UPIb (28 kDa), UPII (15 kDa) in UPIIIa (47 kDa). 
Veljajo za glavne označevalce diferenciacije dežnikastih celic normalnega urotelija [126-
128]. Poleg prisotnosti v dežnikastih celicah, so v manjši meri lahko prisotni tudi v 
diskoidalnih veziklih v vmesnih celicah urotelija [129]. Uroplakine so izolirali iz več 
različnih vrst sesalcev in izkazalo se je, da imajo tako miši kot tudi ljudje prisotne vse 
štiri uroplakine, ki so si zelo podobni, kar nakazuje na dobro evolucijsko ohranjenost. 
UPIa, UPIb, nezrela oblika UPII in UPIIIa so po strukturi glikoproteini in njihovi 
sladkorni preostanki imajo pomembno funkcionalno vlogo. UPIa, UPIb in UPIIIa so 
N-glikozilirani, zrela oblika UPII pa ni glikozilirana. UPIa in UPIb si delita 40 odstotkov 
enakega aminokislinskega zaporedja in sta glikoproteina s štirimi transmembranskimi 
domenami ter dvema hidrofilnima domenama, ki sta obrnjeni v zunajcelični prostor 
[130]. Spadata v družino tetraspaninov, ki uravnavajo procese celične adhezije, celične 
aktivacije in proliferacije [131]. UPIa ima na zunajcelični domeni na mestu Asn-169 
vezan kompleksen visoko manozni glikan in UPIb ima na zunajcelični domeni na mestu 
Asn-131 vezan fukoziliran kompleksen glikan [128]. UPII in UPIIIa imata eno 
transmembransko domeno, pri čemer je C-konec proteina obrnjen v citosol, N-konec pa 
v zunajcelični prostor [132]. Precejšen del glikokaliksa dežnikastih celic sestoji iz 
sladkornih preostankov, ki so vezani na UPIIIa. UPIIIa je namreč visoko glikoziliran s 
kompleksnimi glikani in ima na N-koncu tri potencialna glikozilacijska mesta [133]. 
Sinteza uroplakinov je večstopenjski in precej kompleksen proces. Uroplakini se 
sintetizirajo v endoplazemskem retikulumu (ER), kjer se nanje vežejo visoko manozni 
glikani. Monomerni uroplakini se preko teh glikanov prečno povežejo v heterodimere in 
nastanejo pari UPIa/UPII in UPIb/UPIIIa. Nastanek heterodimerov je ključen korak in 
predpogoj za njihov izstop iz ER, z izjemo UPIb, ki lahko ER zapusti kot monomer [134]. 
V Golgijevem aparatu pari heterodimerov UPIa/UPII in UPIb/UPIIIa oligomerizirajo ter 
se preko transmembranskih in zunajceličnih domen povežejo v heterotetramere. V trans 
Golgijevem mrežju (angl. trans-Golgi network – TGN) se iz UPII odcepi glikoziliran 
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propeptid in nastane neglikozilirana zrela oblika UPII [133, 135]. Cepitev propeptida 
UPII sproži oligomerizacijo in iz šestih heterotetramerov nastanejo 16 nm veliki 
heksagonalni uroplakinski delci, ki se v diskoidalnih veziklih (predstopnja fuziformnih 
veziklov) postopno združujejo v urotelijske plake (slika 1.5) [136]. Med rakavo 
transformacijo urotelijskih celic pride običajno do spremenjenega izražanja uroplakinov 
in njihove spremenjene glikozilacije [125, 137-139]. Tudi sestava glikokaliksa se 
spremeni. Na apikalni plazmalemi dežnikastih celic so prisotni predvsem N-glikani (ki 
vsebujejo veliko galaktoz, manoz, N-acetil-glukozaminov, N-acetilgalaktozaminov in 
sialične kisline) ter antigeni T, medtem ko je glikokaliks rakavo spremenjenih površinskih 
urotelijskih celic sestavljen iz razvejanih fukoziliranih N-glikanov ter sializiranih 
antigenov T [140]. Raziskovanje teh sprememb bi lahko doprineslo k zgodnejšemu 
odkrivanju in tarčnemu zdravljenju raka sečnega mehurja [128]. 
 
Slika 1.5 Nastanek uroplakinskega heterotetramera in urotelijskega plaka. a) 
Heterotetramer, v katerem sta združena heterodimera UPIa/UPII in UPIb/UPIII, b) 
struktura 16 nm heksagonalnega uroplakinskega delca. Mnogo takih delcev se združi v 
urotelijski plak. Povzeto po Yu in sodelavcih [128]. 
1.5 Kemijska in fizikalna fiksacija  
Fiksacija je ključni in temeljni korak pri odvzemu tkiva. S fiksacijo preprečimo avtolizo 
tkiva in celic, zagotovimo ohranitev strukturne celic oziroma tkiv ter imobiliziramo 
preiskovane strukturne elemente (antigene, sladkorje, ip.) za pregled pod presevnim 
elektronskim mikroskopom. Pri naknadni uporabi imunoloških metod je potrebno 
zadostiti tudi pogoju, da antigeni ostanejo na izvornih mestih, v prvotni (aktivni) obliki 
ter dostopni za reakcije s protitelesi ali lektini. Fiksacija je lahko fizikalna, kot na primer 
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uporaba znižane temperature, ali kemijska, kjer je fiksacija dosežena z denaturacijo ali 
zamreženjem proteinov [141]. Aldehidi delujejo po principu zamreženja proteinov, s 
čimer dosežejo dobro strukturno ohranjenost celic in tkiva, zato se v imunohistokemiji in 
lektinski histokemiji najpogosteje uporabljajo. Zanje je značilno, da reagirajo s stranskimi 
skupinami aminokislinskih preostankov in preko metilenskih mostičkov ter hidrostatskih 
povezav zamrežijo proteine [142-144]. Predvideva se, da imajo pri zamreženju 
najpomembnejšo vlogo ε-aminske skupine lizinov in aminske skupine na N-koncu 
proteinov [145, 146]. Na fiksacijo poleg izbire fiksativa vplivajo tudi sestava pufra, pH, 
temperatura, osmolarnost in čas fiksacije. 
Pri svetlobni mikroskopiji se za fiksacijo pogosto uporablja vodna raztopina 
formaldehida. Formaldehid (krajše FA, po nomenklaturi IUPAC metanal) je spojina s 
kemijsko formulo CH2O in v osnovi plin, ki se hitro raztaplja v vodi. V procesu hidrolize 
molekule formaldehida reagirajo z molekulami vode, kar privede do nastanka metilen 
hidrata CH2(OH)2 (po nomenklaturi IUPAC metandiol) [147, 148]. Molekule metilen 
hidrata nadalje reagirajo med seboj in tvorijo polimerne oblike formaldehida. Kadar 
nastanejo polimeri, dolgi od 8 do 100 enot, govorimo o paraformaldehidu (krajše PFA, 
po nomenklaturi IUPAC polioksimetilen). Paraformaldehid lahko ponovno 
depolimeriziramo v formaldehid z dodatkom hidroksidnih (OH-) ionov ter segrevanjem 
spojine na 63 °C. Formaldehid ima eno aldehidno skupino, s katero intra- in 
inter-molekularno zamreži proteine.  
Za presevno elektronsko mikroskopijo se pogosto poleg FA uporablja tudi glutaraldehid 
in sicer v obliki mešanic različnih koncentracij obeh komponent. Glutaraldehid (krajše 
GA, po nomenklaturi IUPAC pentandial) je spojina s formulo HCO-(CH2)3-CHO, ki se 
v vodni raztopini po navadi nahaja kot mešanica različno dolgih polimerov [149]. Ima 
dve aldehidni skupini, ki najpogosteje reagirata z lizinskimi aminokislinskimi ostanki 
proteinov. Zaradi večjih molekul v tkivo prodira počasneje kot formaldehid, vendar je 
reakcija zamreženja proteinov hitra. Morfologija celic je dobro ohranjena, vendar pogosto 
pride do spremembe antigenov in sladkornih preostankov [147]. Zelo pogost način 
fiksacije, ki se uporablja pri presevni elektronski mikroskopiji, je tudi fizikalna fiksacija 
z zamrzovanjemTaka fiksacija najbolje ohrani antigene in sladkorne preostanke [150]. Za 
fiksacijo vzorcev za imunohistokemijo in lektinsko histokemijo sta najpogosteje 
uporabljana fiksativa 4-odstotni formaldehid v 0,1 M fosfatnem pufru in mešanica 
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2-odstotnega formaldehida z 2-odstotnim glutaraldehidom v 0,1 M fosfatnem pufru ter 
kombinacija fizikalne fiksacije z zamrzovanjem in šibke kemijske fiksacije [144].  
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2 Namen dela 
Namen dela je sinteza koloidnega zlata velikosti 10 in 20 nm ter priprava konjugatov 
lektin-koloidno zlato (lektin-Au). Hkrati je namen z lektinsko histokemijo na ultratankih 
rezinah označiti sladkorne preostanke v visoko diferenciranih površinskih dežnikastih 
urotelijskih celicah sečnega mehurja. Cilj naloge je tudi preveriti, ali način fiksacije 
vpliva na rezultat lektinske histokemije. 
2.1 Delovne hipoteze 
 
H1: S citratno in obratno citratno metodo lahko sintetiziramo različno velike delce 
koloidnega zlata. 
H2: Z lektinoma ACA in Jac lahko pripravimo konjugate lektin-koloidno zlato. 
H3: Različni načini fiksacije in vklapljanja urotelija sečnega mehurja miši in podgan 
različno dobro ohranijo ultrastrukturo celic in sladkorne preostanke v celicah. 
H4: Rezultati lektinske histokemije s konjugati lektin-koloidno zlato za presevno 
elektronsko mikroskopijo in s fluorescenčno označenimi lektini za svetlobno 
mikroskopijo se ujemajo. 
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3 Eksperimentalni del 
Reagenti in njihova priprava ter aparature, ki smo jih uporabljali pri praktični izvedbi 
eksperimentov, so navedeni in opisani v prilogah. 
3.1 Sinteza koloidnega zlata 
Pripraviti smo želeli koloidno zlato velikosti 10 nm (Au10) in 20 nm (Au20), saj so tako 
veliki delci primerni za opazovanje pod presevnim elektronskim mikroskopom. Ker lahko 
vsakršna nečistoča povzroči, da se delci zlata oborijo v obliki večjih agregatov smo 
uporabljali sterilno steklovino in plastiko ter dH2O. 
3.1.1 Priprava koloidnega zlata velikosti 20 nm po citratni metodi (CM-20nm) 
Uporabili smo dve metodi, ki v sintezo vključujeta dve kemikaliji različnih koncentracij 
in razmerij. Prva metoda (CM-20nm-1) je v celoti povzeta po knjigi Colloidal Gold: 
Principles, Methods, and Applications, Vol. 1 [47], druga metoda (CM-20nm-2) pa je 
nekoliko prirejena glede na velikost delcev, sicer pa povzeta po članku Long in 
sodelavcev: Synthesis and optical properties of colloidal gold nanoparticles. V tem članku 
so s povečanjem količine dodanega reducenta, t. j. natrijevega citrata, uspeli sintetizirati 
koloidno zlato, ki je bilo vse manjše velikosti [151]. 
I. Metoda (CM-20nm-1): 
V 95 mL sterilne dH2O smo dodali 5 mL 0,2-odstotne raztopine kloroavrične kisline 
(= 0,01 % HAuCl4). Raztopino smo ob stalnem mešanju postopno segrevali na 
magnetnem mešalu z grelnikom, počakali, da je zavrela in jo pustili vreti 5 minut. Nato 
smo hitro dodali 2,5 mL 1-odstotne raztopine natrijevega citrata (= 0,024 % Na3C6H5O7) 
in raztopino ob stalnem mešanju pustili vreti od 10 do 15 min. Tekočina oziroma 
suspenzija se je obarvala vinsko rdeče, kar je indikator nastanka koloidnega zlata. 
Koloidno zlato smo počasi ohladili in ga hranili v hladilniku pri 4 °C. 
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II. Metoda (CM-20nm-2): 
50 mL 0,01-odstotne raztopine kloroavrične kisline smo med stalnim mešanjem 
postopoma segrevali do vrenja. Ko je raztopina zavrela, smo ji hitro dodali 440 μL 
1-odstotne raztopine natrijevega citrata (= 0,008 % Na3C6H5O7) in nastajajoči koloid ob 
stalnem mešanju pustili vreti 10 minut. Koloidno zlato smo počasi ohladili in ga hranili v 
hladilniku pri 4 °C.  
3.1.2 Priprava koloidnega zlata velikosti 10 nm po obratni citratni metodi 
(OCM-10nm) 
Koloidno zlato velikosti 10 nm smo pripravili po obratni (obrnjeni) citratni metodi, kjer 
je vrstni red dodajanja reagentov obraten kot pri sintezi koloidnega zlata velikosti 20 nm 
po citratni metodi (CM-20nm-1) [152, 153]. V čašo z magnetnim mešalom smo dali 47,5 
mL sterilne dH2O. Ko je voda zavrela, smo ji dodali 2 mL 1-odstotne raztopine 
natrijevega citrata (= 0,04 % Na3C6H5O7) in raztopino pustili vreti 2 minuti. Nato smo 
hitro dodali 2,5 mL 0,2-odstotne raztopine kloroavrične kisline (= 0,01 % HAuCl4) in 
pustili vreti 10 minut. Tekočina oziroma suspenzija se je obarvala vinsko rdeče, kar je 
indikator nastanka koloidnega zlata.  
3.2 Konjugacija koloidnega zlata 
3.2.1 Konjugacija koloidnega zlata z BSA 
V sterilno čašo smo odpipetirali 6 mL koloidnega zlata, ki je bilo sintetizirano po metodi 
CM-20nm-1, in dodali eno kapljico 1-odstotnega PEG. Izmerjena vrednost pH tega 
koloidnega zlata (pri 25 °C) je bila 3,95. Glede na podatke v literaturi smo vrednost pH 
spremenili na 5,2 – 5,4, t. j. vrednost pH, ki je za 0,5 enote višja od vrednosti pH 
izoelektrične točke BSA. Za višanje vrednosti pH smo uporabili raztopino 0,2 M K2CO3. 
Raztopino 0,2 M K2CO3 smo dodali v majhni količini (10-20 μL) s pomočjo pipete, saj 
je koloidno zlato nepufrska suspenzija in lahko vrednost pH hitro poskoči. Po dodatku 
raztopine 0,2 M K2CO3 smo izmerili vrednost pH koloidnega zlata 5,25. Nato smo sledili 
naslednjim korakom: 
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1) Titracija za določevanje najnižje koncentracije BSA, ki stabilizira koloidno zlato. 
Priprava raztopin BSA naraščajočih koncentracij od 20-250 μg/mL (20 
μg/mL, 30 μg/mL, 40 μg/mL, 50 μg/mL, 80 μg/mL, 100 μg/mL, 120 
μg/mL, 150 μg/mL, 200 μg/mL in 250 μg/mL). 
Dodatek 0,1 mL raztopine BSA v 0,5 mL koloidnega zlata (pH 5,2-5,4) in 
1-minutna inkubacija ob stalnem mešanju. 
Dodatek 0,1 mL 10-odstotne raztopine NaCl in inkubacija ob stalnem 
mešanju. 
2) Dodatek 0,2 mL optimalne raztopine BSA, ki smo jo določili s titracijo 
(100 μg/mL) v 10 mL koloidnega zlata. 
3) 10-minutna inkubacija suspenzije BSA in koloidnega zlata pri sobni temperaturi. 
4) Dodatek 0,5 mL 1-odstotnega PEG za dodatno stabilizacijo suspenzije. 
5) Mešanje suspenzije na mešalu za 30 minut pri sobni temperaturi. 
6) Centrifugiranje suspenzije na 60.000 g (25.000 rpm) 30 minut (za koloidno zlato 
sintetizirano po metodi CM-20nm-1). 
7) Po centrifugiranju so vidne tri faze: i) zgornja brezbarvna faza je nevezana 
raztopina BSA, ii) vmesna temna faza so agregirani delci koloidnega zlata in iii) 
temno rdeča usedlina je nastali konjugat BSA-Au. Zgornji dve fazi smo odstranili, 
usedlino pa smo resuspendirali v 1,5 mL pufra PBS z 0,04-odstotnim PEG. 
3.2.2 Konjugacija koloidnega zlata z lektinoma ACA in Jac 
Lektin ACA smo konjugirali s koloidnim zlatom, ki smo ga sintetizirali po metodi 
OCM-10nm. Lektin Jac smo konjugirali s koloidnim zlatom, ki smo ga sintetizirali po 
metodi CM-20nm-1, saj se je koloidno zlato sintetizirano po metodi CM-20nm-2 oborilo. 
Lektina ACA in Jac smo konjugirali z različnim koloidnim zlatom (različne velikosti), da 
bi ju lahko uporabili za hkratno dvojno označevanje. Pri obeh lektinih smo uporabili enak 
postopek za konjugacijo:  
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1) Uravnavanje vrednosti pH koloidnega zlata (za uspešno konjugacijo na 
posamezen lektin). 
Lektin ACA – višanje vrednosti pH koloidnega zlata na 7,7, saj je 
izoelektrična točka lektina ACA pri pH 7,7 (7,2 + 0,5 = 7,7). 
Lektin Jac – višanje vrednosti pH koloidnega zlata na 8,3, saj je 
izoelektrična točka lektina Jac pri pH 8,3 (7,8 + 0,5 = 8,3).   
2) Titracija za določanje najnižje koncentracije lektina, ki se konjugira s koloidnim 
zlatom in ga stabilizira. 
Priprava raztopin lektina naraščajočih koncentracij od 20-250 μg/mL (20 
μg/mL, 30 μg/mL, 40 μg/mL, 50 μg/mL, 80 μg/mL, 100 μg/mL, 120 
μg/mL, 150 μg/mL, 200 μg/mL in 250 μg/mL). 
Dodatek 0,1 mL raztopine lektina v 0,5 mL koloidnega zlata (pH 7,7 – 8,3) 
in 1-minutna inkubacija ob stalnem mešanju. 
Dodatek 0,1 mL 10-odstotne raztopine NaCl in inkubacija ob stalnem 
mešanju. 
3) Dodatek 0,2 mL raztopine lektina optimalne koncentracije, ki smo jo določili s 
titracijo (100 μg/mL) v 10 mL suspenzije koloidnega zlata. 
4) 10-minutna inkubacija suspenzije lektina in koloidnega zlata pri sobni 
temperaturi. 
5) Dodatek 0,5 mL 1-odstotnega PEG za dodatno stabilizacijo suspenzije. 
6) Mešanje suspenzije na mešalu za 30 minut pri sobni temperaturi. 
7) Centrifugiranje suspenzije na 60.000 g (25.000 rpm) za 30 minut (za koloidno 
zlato sintetizirano po CM-20nm) ali za 45 minut (za koloidno zlato sintetizirano 
po OCM-10nm). 
8) Po centrifugiranju so vidne tri faze: i) zgornja brezbarvna faza je nevezana 
raztopina lektina, ii) vmesna temna faza so agregirani delci koloidnega zlata in iii) 
temno rdeča usedlina je nastali konjugat lektin-Au. Zgornji dve fazi smo 
odstranili, usedlino pa smo raztopili/resuspendirali v 1,5 mL pufra PBS z 
0,04-odstotnim PEG. 
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3.3 Analiza delcev koloidnega zlata 
Za analizo sintetiziranega koloidnega zlata smo uporabili dve metodi: presevno 
elektronsko mikroskopijo (TEM) in UV-VIS spektroskopijo (spektrofotometer Shimadzu 
UV-1800). Določali smo i) velikost in obliko delcev, ii) porazdelitev velikosti delcev 
(razpršenost velikosti delcev) in iii) pojav skupkov.  
Za analize s TEM smo na plastični film nanesli po 20-25 μL neredčenih suspenzij 
sintetiziranega koloidnega zlata po metodah CM-20nm-1 (koloidno zlato sintetizirano po 
metodi CM-20nm-2 se je oborilo in ga zato nismo analizirali) in OCM-10nm, 
sintetiziranih konjugatov ACA-Au10 in Jac-Au20 ter komercialno dostopnih konjugatov 
ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY). Na kapljice vzorcev smo za 10 minut položili bakrene 
mrežice. S precizno pinceto smo bakrene mrežice odstranili ter se z njihovim robom 
pazljivo dotaknili filtrnega papirja. Nato smo jih pustili vpete v pinceto, da so se na zraku 
posušile. Pripravili smo mrežice s suspenzijami Au10, Au20, ACA-Au10 in ACA-
Au10(EY). Na mrežicah s suspezijami ACA-Au10 in ACA-Au10(EY) smo izvedli tudi 
negativno kontrastiranje (nk; poglavje 3.4) in te mrežice označili z ACA-Au10nk in 
ACA-Au10(EY)nk. Pregledovali smo jih s presevnim elektronskim mikroskopom Philips 
CM100. 
Premere koloidnega zlata smo izmerili z merilcem v programu AMT Capture Engine 
Version 7.00 digitalne kamere (Advanced Mecroscopy Techniques Corp., USA). 
Uporabili smo meritve pridobljene iz 3-5 mikrografij in na ta način zagotovili statistično 
signifikantnost rezultatov. S programom Excel smo izračunali povprečno vrednost 
premera delcev, standardno napako ter varianco premera nekonjugiranih delcev in 
pripravljenih konjugatov lektin-Au ter komercialno dostopnih konjugatov lektin-Au. 
Nato smo izvedli statistične teste ANOVA, F-test in Studentov t-test.  
Za analizo z UV-VIS spektroskopijo smo v kiveto odpipetirali po 1 mL vzorca in izmerili 
absorbanco pri 440 nm (A440). Kiveto smo med vzorci spirali z dH2O in osušili. S 
programom Excel smo obdelali in grafično prikazali dobljene rezultate. 
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3.4 Negativno kontrastiranje za presevno elektronsko mikroskopijo 
Mrežice s suspenzijami sintetiziranih konjugatov ACA-Au10 in Jac-Au20 ter 
komercialno dostopnih konjugatov ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) smo negativno 
kontrastirali. Na parafilm smo nanesli 20 μL suspenzij konjugatov lektin-Au, nanje 
položili zlate mrežice ter jih inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. Mrežice smo sprali 
s destilirano vodo in odvečno vodo osušili s filtrnim papirjem. Nato smo na parafilm 
nanesli 20 μL kapljice 2-odstotnega uranil acetata ter nanje položili mrežice. Po 5-7 
minutah inkubacije smo mrežice odstranili in jih dokončno posušili, preden smo jih 
pregledali s presevnim elektronskim mikroskopom (Phillips). 
3.5 Poskusne živali in vzorčenje 
V nalogi smo uporabili arhivske vzorce in vzorce, ki smo jih odvzeli in pripravili sami. 
Uporabili smo arhivska vzorca dveh podganjih sečnih mehurjev (pSM1 in pSM2), ki sta 
bila fiksirana in vklopljena v umetno smolo Lowicryl K4M. Za pripravo parafinskih in 
krioultratankih rezin smo uporabili dve miši in ju evtanazirali v komori s CO2. Odvzeli 
smo jima ledvice (vzorec mKL) in sečna mehurja (vzorca mSM1 in mSM2). Tkiva smo 
fiksirali in pripravili trajne histološke preparate. 
3.6 Priprava tkivnih vzorcev 
3.6.1 Priprava parafinskih rezin 
Takoj po odvzemu smo tkivo mišjega sečnega mehurja (mSM1 in mSM2) in mišjega 
korteksa ledvic (mKL) potopili v 4-odstotni formaldehid (FA) v pufru PBS ter jih s 
pomočjo stereomikroskopa razrezali na manjše koščke. Koščke tkiva smo v 4-odstotnem 
FA inkubirali pri 4 °C čez noč. Nato smo tkivo spirali s PBS eno uro na stresalniku pri 
sobni temperaturi. Temu je sledila postopna dehidracija tkiva v naraščajoči koncentraciji 
alkoholov (50-odstotni etanol - 15 minut  70-odstotni etanol - 15 minut  90-odstotni 
etanol - 30 minut  100-odstotni etanol - 2x 30 minut). Koščke smo nato potopili v 
mešanico ksilola in etanola v razmerju 1:2 za 30 minut. Nato smo za 30 minut koščke 
tkiva prenesli v mešanico ksilola in etanola v razmerju 1:1 in jih nato potopili v sam ksilol 
za 30 minut. Sledilo je vklapljanje tkiva v tekoči parafin pri 56 °C čez noč. Po ohlajanju 
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parafina pri sobni temperaturi smo dobili parafinske bloke. Z mikrotomom (Leica RM 
2135) smo iz njih narezali parafinske rezine debeline 5 µm in jih nemudoma prenesli na 
površino tople vodne kopeli ter nato na objektna stekelca, ki so bila prevlečena s 
3-odstotnim APTES-om (Sigma-Aldrich). Preparate smo posušili v termostatu pri 50 °C. 
3.6.2 Priprava kriopoltankih in krioultratankih rezin 
Takoj po odvzemu tkiva mišjega sečnega mehurja (mSM1 in mSM2) in mišjega korteksa 
ledvic (mKL) smo ga razrezali na polovice in fiksirali v dveh različnih fiksativih: 
i) 4-odstotnem formaldehidu (FA) v pufru PHEM ali ii) 1-odstotnem glutaraldehidu (GA) 
v pufru PHEM. PHEM je pufer, ki vsebuje 60 mM Pipes, 25 mM Hepes, 10 mM EGTA, 
2 mM MgCl2, pH 6,9. Tkivo smo v 4-odstotnem FA ali v 1-odstotnem GA razrezali na 
manjše koščke in vzorce inkubirali v fiksativu 2 uri pri sobni temperaturi. Nato smo jih 
prenesli v hranilno raztopino (0,5-odstotni PA/PHEM ali 0,5-odstotni GA/PHEM), in 
koščke inkubirali pri 4 °C čez noč. Vzorce smo nato spirali s sterilnim PBS in nato z 
0,15-odstotnim glicinom dvakrat po 5 minut. Nato smo vzorce inkubirali v naraščajočih 
koncentracijah želatine (3-odstotna  6-odstotna  12-odstotna) po 10 minut pri 37 °C, 
ter jih nato vklopili v želatino za 10 minut pri 4 °C. S krioultramikrotomom (Leica 
Ultracut UCT) smo narezali 300 nm debele kriopoltanke rezine. Rezine smo pobrali s 
posebnim čopičem s trepalnico in jih položili na mrežice z ohlajeno mešanico 2,3 M 
saharoze v PBS in 2-odstotne metil-celuloze v vodi v razmerju 1:1. Nato smo rezine 
prenesli na krovnike in jih inkubirali v tekoči 2-odstotni želatini 30 minut pri 37 °C. 
Sledilo je spiranje z 0,15-odstotnim glicinom v PBS. Kriopoltanke rezine vzorcev mSM1, 
mSM2 in mKL smo uporabili za lektinsko histokemijo ter jih pred rezanjem 
krioultratankih rezin barvali s toluidinskim modrilom in jih uporabili za orientacijo v 
preparatu. Najprej smo objektnik s kriopoltanko rezino segreli nad gorilnikom. Nato smo 
na rezino dodali kapljice toluidinskega modrila in ga po dveh minutah sprali z vodo. 
Pobarvan preparat smo osušili nad gorilnikom in ga nepokritega opazovali pod 
svetlobnim mikroskopom Eclipse TE300 (Nikon). S krioultramikrotomom (Leica 
Ultracut UCT) smo narezali 60-70 nm debele krioultratanke rezine. Rezine smo pobrali s 
posebnim čopičem s trepalnico in jih položili na kapljice z ohlajeno mešanico 2,3 M 
saharoze v PBS in 2-odstotne metil celuloze v vodi v razmerju 1:1. Nato smo rezine 
prenesli na zlate mrežice in uporabili za lektinsko histokemijo. 
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3.6.3 Priprava Lowicryl rezin 
Za pripravo Lowicryl rezin smo uporabili vzorca pSM1 in pSM2, fiksirana in vklopljena 
v umetno smolo Lowicryl K4M. Takoj po odvzemu podganjega sečnega mehurja (pSM1 
in pSM2) je bilo tkivo potopljeno v mešanico fiksativov 3-odstotnega FA in 
0,05-odstotnega GA v pufru PBS in v stereomikroskopu (lupi) razrezano na majhne 
koščke. Tkivo je bilo v mešanici 3-odstotnega FA in 0,05-odstotnega GA inkubirano 2 
uri pri sobni temperaturi. Po fiksaciji z mešanico 3-odstotnega FA in 0,05-odstotnega GA 
je bilo tkivo dvakrat spirano s PBS pri sobni temperaturi. Nato je bilo tkivo potopljeno v 
50 mL NH4Cl v pufru PBS za 30-60 minut pri sobni temperaturi, da so se zamaskirale 
proste aldehidne skupine. Temu je sledila postopna dehidracija tkiva v naraščajoči 
koncentraciji alkoholov (30-odstotni etanol - 30 minut pri 0 °C  50-odstotni etanol - 60 
minut pri -20 °C  80-odstotni etanol - 60 minut pri -35 °C  100-odstotni etanol - 2x 
60 minut pri -35 °C). Za inkubacijo pri -20 °C je bila uporabljena mešanica ledu in NaCl 
v razmerju 3:1, za inkubacijo pri -35°C pa zamrzovalnik. Koščki so bili najprej potopljeni 
v mešanico smole K4M in etanola v razmerju 1:1 za 60 minut pri -35 °C in nato v 
mešanico smole K4M in etanola v razmerju 2:1 za 60 minut pri -35 °C. Nadalje so bili 
koščki tkiva potopljeni v 100-odstotno smolo K4M za 2x 60 min pri -35 °C. Sledilo je 
vklapljanje tkiva v 100-odstotno smolo K4M čez noč pri -35 °C in nato še 6-8 ur pri -
35 °C. S smolo K4M so bile napolnjene želatinaste kapsule in vanje potopljeni koščki 
tkiva. Za postopek polimerizacije je bila smola K4M izpostavljena UV sevanju za 24 ur 
pri -35 °C in nato še dvodnevnemu UV sevanju pri sobni temperaturi. Na ta način so bili 
pripravljeni koščki tkiva pSM1 in pSM2, vklopljeni v K4M, ki smo jih uporabili v nalogi. 
Z ultramikrotomom (Leica EM UC6) smo najprej narezali poltanke rezine debeline 1 µm 
in jih obarvali s toluidinskim modrilom za orientacijo v preparatu. Nato smo z narezali 
ultratanke rezine debeline 60-70 nm in jih položili na zlate mrežice ter jih uporabili za 
lektinsko histokemijo. 
3.7 Histološko barvanje parafinskih rezin 
3.7.1 Barvanje s hematoksilinom in eozinom 
Parafinske rezine vzorcev mišjega sečnega mehurja in korteksa ledvic smo najprej dobro 
posušili v termostatu na 50 °C in s tem zagotovili, da so se rezine dobro prilepile na 
Maja Grdadolnik. Sinteza konjugatov lektin-koloidno zlato za lokalizacijo sladkornih preostankov v 
urotelijskih celicah. 
 
31 
 
površino stekelc. Nato smo parafinske rezine deparafinirali v ksilolu 10 minut. Sledila je 
hidracija rezin s padajočo koncentracijo etanolov (alkoholna lestvica 100-odstotni etanol 
 90-odstotni etanol  70-odstotni etanol). Stekelca smo prenesli v destilirano vodo, 
kjer smo jih pustili 2 minuti. Nato smo stekelca potopili v hematoksilin za 40 sekund, 
čemur je sledilo spiranje s toplo vodo iz pipe. Stekelca smo prenesli v dH2O. Potem smo 
stekelca potopili v eozin za 90 do 120 sekund in jih sprali z dH2O. Sledila je dehidracija 
rezin z naraščajočo koncentracijo etanolov (70-odstotni etanol  90-odstotni etanol  
100-odstotni etanol). V 100-odstotnem etanolu smo stekelca pustili 5 minut. Na koncu 
smo jih prenesli v ksilol za 10 minut. V zadnjem koraku smo rezine prekrili s kanadskim 
balzamom in pokrili s krovnimi stekelci. Pripravljene preparate smo opazovali pod 
svetlobnim mikroskopom Eclipse TE300 (Nikon). 
3.8 Lektinska histokemija na parafinskih rezinah 
Vzorci vklopljeni v parafin so bili namenjeni za izvedbo lektinske histokemije z 
ACA-FITC in Jac-FITC, in pregled pod fluorescenčnim mikroskopom Axio Imager.Z1 
(Zeis). 
 
Postopek: 
1) Deparafiniranje s ksilolom (10 minut pri sobni temperaturi). 
Postopna rehidracija v padajočih koncentracijah etanola (100-odstotni etanol (5 
minut pri sobni temperaturi  90-odstotni etanol (5 minut pri sobni temperaturi) 
 70-odstotni etanol (5 minut pri sobni temperaturi). 
2) Spiranje z dH2O (5 minut pri sobni temperaturi). 
3) Spiranje s PBS (1x hitro spiranje, 1x spiranje za 5 minut pri sobni temperaturi). 
4) Blokada nespecifične vezave lektinov v vlažni komori z 1-odstotnim BSA v pufru 
PBS z dodatkom 0,005-odstotnega reagenta Tritona X-100 in 0,05-odstotnega 
reagenta Tween 20. 
5) Inkubacija rezin z lektini konjugiranimi s fluorokromom FITC (Vector 
Laboratories) 30 minut pri sobni temperaturi v temi. 
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Lektin 
Začetna 
koncentracija 
Redčitev 
Končna 
koncentracija 
ACA-FITC 2 mg/mL 1:1000 2 μg/mL 
Jac-FITC 5 mg/mL 1:2500 2 μg/mL 
 
6) Za negativno kontrolo smo namesto lektinov na rezine nanesli pufer PBS. 
7) Spiranje 3 x po 5 minut v pufru PBS pri sobni temperaturi v temi. 
8) Nanos kapljice vklopnega medija VECTASHIELD® + DAPI (Vector 
Laboratories; VECTASHIELD® with DAPI) in pokrivanje rezin s krovnikom.  
3.9 Lektinska histokemija na krioultratankih rezinah 
Krioultratanke rezine vzorcev mSM1, mSM2 in mKL so bile namenjene za izvedbo 
lektinske histokemije z ACA-Au10, ACA-Au10(EY), Jac-Au20 in Jac-Au15(EY) ter 
pregled pod presevnim elektronskim mikroskopom. Pred uporabo za lektinsko 
histokemijo smo raztopino konjugata lektin-Au 10 x redčili s pufrom PBS. 
Postopek: 
1) Nanos mrežic s krioultatankimi rezinami na 2-odstotno želatino in inkubacija za 
20 minut pri 37 °C. 
2) Spiranje mrežic s PBS 4 x po 15 minut pri 37 °C. 
3) Spiranje mrežic s PBS 3 x po 15 minut pri sobni temperaturi. 
4) Inkubacija z 0,1-odstotnim glicinom 3 x po 2 minuti pri sobni temperaturi. 
5) Blokada nespecifične vezave lektinov v vlažni komori z 1-odstotnim BSA v pufru 
PBS z dodatkom 0,005-odstotnega reagenta Tritona X-100 in 0,05-odstotnega 
reagenta Tween 20. 
6) Nanos 24 kapljic različnih suspenzij koloidnega zlata po 20-25 μL na parafilm. 
Komercialno dostopna konjugata lektin-koloidno zlato (ACA-Au10(EY), 
Jac-Au15(EY)) - (EY laboratories, koncentracija 10-20 μg/mL), 2 mrežici, pred 
uporabo ustrezno redčen. 
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Lektin Začetna koncentracija Redčitev 
Končna 
koncentracija 
ACA-Au10(EY) 10-20 μg/mL 1:100 0,1-0,2 μg/mL 
Jac-Au15(EY) 10-20 μg/mL 1:250 0,04-0,08 μg/mL 
 
Za negativno kontrolo smo namesto lektinov na rezine nanesli sintetizirano 
koloidno zlato po metodi CM-20nm-1 – Au20. 
Lektin-Au (ACA-Au10, Jac-Au20) – sintetiziran konjugat lektin-koloidno zlato, 
2 mrežici, pred uporabno ustrezno redčeni. 
Lektin Začetna koncentracija Redčitev 
Končna 
koncentracija 
ACA-Au10 250 μg/mL 1:50 5 μg/mL 
Jac-Au20 250 μg/mL 1:100 2,5 μg/mL 
 
7) Nanos mrežic na kapljice s krioultratankimi rezinami obrnjenimi na spodnjo stran. 
Inkubacija mrežic na kapljicah 45 minut pri sobni temperaturi. 
8) Sledi 3 x spiranje mrežic v pufru PBS, vsakič za 5 minut pri sobni temperaturi. 
9) Spiranje mrežic z destilirano vodo 6 x po 1 minuto pri sobni temperaturi. 
10) Nanos uranil acetata na mrežice za 5 minut pri sobni temperaturi.  
11) Spiranje mrežic z destilirano vodo 6 x po 1 minuto pri sobni temperaturi. 
12) Sušenje mrežic na zraku. 
3.10 Lektinska histokemija na Lowicryl K4M ultratankih rezinah 
Pripravili smo Lowicryl ultratanke rezine vzorcev pSM1 in pSM2 in na njih izvedli 
lektinsko histokemijo.  
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Postopek:  
1) Nanos 12 kapljic različnih suspenzij koloidnega zlata po 20-25 μL na parafilm. 
2) Inkubacija mrežic na kapljicah blokirnega pufra BP-LOWI (sestava v prilogi) 30 
minut pri sobni temperaturi. 
3) Inkubacija mrežic na kapljicah redčenega lektina konjugiranega s koloidnim 
zlatom 45 minut pri sobni temperaturi. 
Komercialno dostopna konjugata lektin-koloidno zlato (ACA-Au10(EY), 
Jac-Au15(EY)) - (EY laboratories, koncentracija 10-20 μg/mL), 2 mrežici, pred 
uporabo ustrezno redčen. 
Lektin Začetna koncentracija Redčitev 
Končna 
koncentracija 
ACA-Au10(EY) 10-20 μg/mL 1:10 1-2 μg/mL 
Jac-Au15(EY) 10-20 μg/mL 1:50 0,2-0,4 μg/mL 
 
Za negativno kontrolo smo namesto lektinov na rezine nanesli sintetizirano 
koloidno zlato po metodi CM-20nm-1 – Au20. 
Lektin-Au (ACA-Au10, Jac-Au20) – sintetiziran konjugat lektin-koloidno zlato, 
2 mrežici, pred uporabno ustrezno redčeni. 
Lektin Začetna koncentracija Redčitev Redčitev 
ACA-Au10 250 μg/mL 1:10 25 μg/mL 
Jac-Au20 250 μg/mL 1:10 25 μg/mL 
 
4) Inkubacija mrežic na kapljicah izpiralnega pufra 5 x po 2 minuti pri sobni 
temperaturi. 
5) Inkubacija mrežic na kapljicah dH2O 6 x po 1 minuto pri sobni temperaturi. 
6) Sušenje mrežic na zraku.  
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4 Rezultati 
4.1 Koloidno zlato 
4.1.1 Velikosti in oblike delcev koloidnega zlata ugotovljene s presevno elektronsko 
mikroskopijo 
S presevno elektronsko mikroskopijo smo analizirali velikosti in oblike delcev 
koloidnega zlata brez konjugacije in koloidnega zlata v konjugatih. 
Na sliki 4.1 je koloidno zlato Au10, sintetizirano po metodi OCM-10nm. Delci Au10 so 
okroglih oblik, se ne zbirajo v skupkih, temveč so razpršeni (slika 4.1). Meritve velikosti 
delcev so pokazale, da so sintetizirani delci večji od pričakovanih 10 nm in sicer se razpon 
velikosti vseh izmerjenih delcev giblje od 12,1 nm do 19,3 nm. 
 
Slika 4.1 Mikrografije Au10 (koloidno zlato sintetizirano po OCM-10nm) posnete s TEM. 
Delci Au10 so razpršeni in ne agregirajo. Oblika delcev je okrogla in delci so približno 
enakih velikosti; a) merilo: 600 nm, b) merilo: 400 nm, c) merilo: 100 nm in d) merilo: 
50 nm. 
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Na sliki 4.2 je koloidno zlato Au20, sintetizirano po metodi CM-20nm-1. Delci Au20 so 
okroglih oblik in se ne zbirajo v skupkih, temveč so razpršeni (slika 4.2). Meritve delcev 
so pokazale, da so sintetizirani delci manjši od pričakovanih 20 nm. Razpon velikosti 
vseh izmerjenih sintetiziranih delcev se giblje od 14,0 nm do 20,1 nm. 
 
Slika 4.2 Mikrografije Au20 (koloidno zlato sintetizirano po CM-20nm-1) posnete s TEM. 
Delci Au20 so razpršeni in ne agregirajo. Oblika delcev je okrogla in delci so približno 
enakih velikosti; a) merilo: 600 nm, b) merilo: 400 nm, c) merilo: 100 nm, d) merilo:100 
nm. 
Naši rezultati so pokazali, da z obema preizkušenima metodama sinteze nastane koloidno 
zlato okrogle oblike. Obe metodi sinteze koloidnega zlata sta enostavni in ponovljivi ter 
dajeta okrogle delce, ki pa so približno enako veliki. Koloidno zlato, ki smo ga hranili v 
hladilniku 6 mesecev, je ostalo rdeče obarvano in brez oborin. Naši rezultati so torej 
pokazali, da koloidno zlato tudi brez dodatka stabilizatorjev ostane stabilno do 6 mesecev. 
Nadalje smo primerjali sintetizirane konjugate ACA-Au10 in Jac-Au20 s komercialno 
dostopnimi konjugati ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) (EY laboratories, ZDA). 
Primerjali smo velikost, obliko delcev in razpršenost delcev ter morebitno pojavljanje 
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skupkov. Primerjava sintetiziranega konjugata ACA-Au10 in komercialno dostopnega 
konjugata ACA-Au10 (EY laboratories, ZDA) je pokazala, da so oboji delci primerljivih 
oblik in da je njihova porazdelitev velikosti podobna (slika 4.3). Večina delcev je 
okroglih, se pa tako pri sintetiziranem kot tudi komercialno dostopnem konjugatu 
pojavljajo tudi nekoliko nepravilne trikotne in ovalne oblike delcev. Pri sintetiziranem 
konjugatu (slika 4.3a) se pojavlja več skupkov v primerjavi s komercialno dostopnim 
konjugatom (slika 4.3b). Primerjava slik kaže tudi, da so delci koloidnega zlata v 
ACA-Au10 večji v primerjavi z delci koloidnega zlata v ACA-Au10(EY). 
 
Slika 4.3 Mikrografiji konjugatov ACA-Au10 in ACA-Au10(EY) posneti s TEM. 
Primerjava med sintetiziranim konjugatom ACA-Au10 (Au10 sintetizirano po metodi 
OCM-10nm) in komercialno dostopnim konjugatom ACA-Au10(EY) kaže, da so oboji 
delci razpršeni in ne agregirajo. Oblika delcev je okrogla. Merilo: 50 nm. 
Kadar s presevno elektronsko mikroskopijo opazujemo konjugate lektin-koloidno zlato 
na mrežicah, ne moremo potrditi uspešnosti konjugacije, saj je le koloidno zlato dovolj 
kontrastno, medtem ko lektinov brez dodatnega kontrastiranja ne moremo videti. S 
postopkom negativnega kontrastiranja se lektini ali druge funkcionalne molekule vezane 
na koloidno zlato vidijo kot svetel pas okoli koloidnih delcev. Na sliki 4.4 je prikazana 
primerjava nekontrastiranih in negativno kontrastiranih vzorcev konjugata ACA-Au10 in 
komercialno dostopnega konjugata ACA-Au10(EY). Na nobenem od štirih posnetkov ne 
zaznamo svetlega pasu okoli delcev, prav tako ni razlike v pojavu svetlega pasu med 
nekontrastiranimi in negativno kontrastiranimi konjugati.  
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Slika 4.4 Primerjava konjugatov ACA-Au10 in ACA-Au10(EY) s konjugati ACA-Au10nk 
in ACA-Au10(EY)nk pripravljenimi z negativnim kontrastiranjem. Merilo: 50 nm. 
Negativno kontrastiranje vzorcev se je izkazalo za neuporabno pri preverjanju in 
potrjevanju uspešnosti konjugacije, saj na podlagi posnetkov, pridobljenih s TEM, ne 
moremo potrditi uspešnosti konjugacije. 
Konjugacija oziroma stabilizacija sintetiziranega Au10 in Au20 z BSA je povzročila 
obarjanje obeh koloidov, kar je bilo vidno s prostim očesom. Zato sklepamo, da so se 
delci koloidnega zlata med seboj zlepljali in stabilizacija torej ni uspela.  
Slika 4.5 prikazuje povprečno velikost delcev v komercialno dostopnih konjugatih 
ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY). Povprečen premer delcev ACA-Au10(EY) je 
9,98 nm ± 0,1. Povprečen premer delcev Jac-Au15(EY) je 14,30 nm ± 0,52. Meritve 
ACA-Au10(EY) se skladajo s pričakovano velikostjo, t. j. 10 nm, in tudi meritve 
Jac-Au15(EY) so pokazale, da so delci koloidnega zlata veliki približno 15 nm. 
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Slika 4.5 Premer delcev koloidnega zlata komercialno dostopnih konjugatov 
ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) (proizvajalec EY Laboratories). * p<0,001. 
Na sliki 4.6 je povprečno izmerjen premer sintetiziranih delcev Au10 in Au20. Povprečen 
premer delcev Au10 je 16,03 nm ± 0,09, kar je več od pričakovanih 10 nm. Povprečen 
premer delcev Au20 je 16,44 nm ± 0,07, kar je manj od pričakovanih 20 nm. Tako delci 
sintetizirani po metodi OCM-10nm kot tudi CM-20nm-1 ne ustrezajo pričakovanim 
velikostim, t. j. 10 nm in 20 nm. Izkazalo se je, da so delci kljub različnim načinom sinteze 
med seboj primerljivi po velikosti in sicer dobimo po obeh metodah delce koloidnega 
zlata velikosti okrog 16 nm. Koloidno zlato takšne velikosti (16 nm) je zelo primerno kot 
označevalec za pregledovanje celic oziroma tkiv pod presevnim elektronskim 
mikroskopom, ne moremo pa ga uporabiti za dvojno označevanje, pri katerem bi rabili 
različno velike delce. 
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Slika 4.6 Premer delcev sintetiziranega koloidnega zlata po metodah OCM-10nm (Au10) 
in CM-20nm-1 (Au20). ns – ni statistično značilne razlike. 
4.1.2 Velikosti delcev koloidnega zlata ugotovljene z UV-VIS spektroskopijo 
Z UV-VIS spektroskopijo smo določili velikost in ocenili porazdelitev velikosti delcev 
koloidnega zlata ter dokazali uspešnost konjugacije z lektinom ACA.  
Valovna dolžina absorpcijskega vrha Au10 je pri 520 nm (slika 4.7 – siva krivulja) in 
Au20 pri 521 nm (slika 4.7 – oranžna krivulja). Razlika valovnih dolžin absorpcijskih 
vrhov je 1 nm. V primeru sinteze Au10 in Au20 pričakujemo, da je valovna dolžina 
absorpcijskega vrha Au10 nižje vrednosti kot valovna dolžina absorpcijskega vrha Au20. 
Na podlagi podatkov iz literature [105] predvidevamo, da bi morala biti vrednost 
absorpcijskega vrha za Au10 pod 520 nm in vrednost absorpcijskega vrha za Au20 nad 
520 nm. Če bi bila razlika v povprečni velikosti delcev Au10 in Au20 10 nm, bi 
pričakovali večjo razliko med absorpcijskimi vrhovi kot so pokazale naše meritve z 
UV-VIS spektrometrijo. Po podatkih Nghiem in sodelavcev [105] je vrednost 520 nm 
značilna za koloidno zlato velikosti 15 nm. Na podlagi meritev z UV-VIS spektrometrijo 
in podatkov o vrednosti absorbance iz literature lahko zaključimo, da med delci Au10 in 
Au20 ni razlike v velikosti, pri čemer se premer delcev giblje okoli 16 nm. Tak zaključek 
potrjujejo tudi meritve delcev, ki smo jih pridobili s TEM, kjer so meritve pokazale, da je 
povprečna vrednost premera delcev Au10 in Au20 okoli 16 nm. Tako smo kljub uporabi 
dveh različnih metod za pridobivanje koloidnega zlata dveh različnih velikosti 
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(OCM-10nm in CM-20nm-1) uspeli sintetizirati samo koloidno zlato, ki ima povprečno 
velikost delcev okoli 15 nm. Širine absorpcijskih vrhov petih suspenzij so si primerljive 
med seboj, kar nakazuje na enak razpon velikosti delcev. Pri konjugatu ACA-Au10(EY) 
pričakujemo zaradi vezanih lektinov višjo vrednost absorpcijskega vrha v primerjavi z 
vzorcema nekonjugiranih Au10 in Au20. Primerjava absorbance nekonjugiranega 
koloidnega zlata (520 nm, slika 4.7 – siva krivulja) z absorbanco koloidnega zlata po 
konjugaciji z lektinom ACA (523 nm, slika 4.7 – zelena krivulja) pokaže, da je med njima 
razlika v valovnih dolžinah absorbanc. Zato lahko zaključimo, da je bila konjugacija 
lektina ACA uspešna. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da je bila uspešna tudi 
konjugacija z lektinom Jac, saj smo uporabili enak protokol.  
 
Slika 4.7 Spekter UV-VIS. Siva krivulja – Au10 sintetizirano po metodi OCM-10nm, 
oranžna krivulja – Au20 sintetizirano po metodi CM-20nm-1, modra krivulja – 
komercialno dostopen konjugat ACA-Au10(EY) (proizvajalec EY Laboratories, Inc.), 
zelena krivulja – sintetiziran konjugat ACA-Au10 (Au10 sintetizirano po metodi 
OCM-10nm). Vse vzorce smo 14x redčili, ker so bile sicer vrednosti absorbanc previsoke 
(nad 1). Absorpcijski vrhovi posameznih krivulj so označeni s krogcem pripadajočih barv, 
njihove vrednosti pa so izpisane kot Amax. 
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4.2 Lektinska histokemija na parafinskih rezinah 
Izvedli smo lektinsko histokemijo s fluorescenčno označenimi konjugati ACA-FITC in 
Jac-FITC na parafinskih rezinah normalnega mišjega urotelija sečnega mehurja (mSM1 
in mSM2) in normalnega mišjega korteksa ledvic (mKL). 
Lektin ACA se je močno vezal na plazmalemo vmesnih celic, medtem ko so bile 
površinske dežnikaste celice in bazalne celice negativne (slika 4.8a). Na podlagi tega 
lahko sklepamo, da se lektin ACA specifično veže le na obrobne dele vmesnih urotelijskih 
celic. Lektin Jac se je vezal na citoplazmo dežnikastih celic ter na plazmaleme vmesnih 
in bazalnih celic (slika 4.8b). Rezultati negativne kontrole, pri kateri fluorokromov na 
rezine nismo dodajali, so pokazali, da je pri parafinskih rezinah mišjega sečnega mehurja 
prisotna avtofluorescenca predvsem v citoplazmi dežnikastih celic (slika 4.8c).  
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Slika 4.8 Lektinska histokemija na parafinskih rezinah mišjega sečnega mehurja. a) 
ACA-FITC (zeleno), b) Jac-FITC (zeleno) in c) NK (negativna kontrola – pufer PBS). Z 
lektinoma ACA in Jac so označeni obrobni deli vmesnih celic (bele puščice). Jedra celic 
so obarvana modro, saj se je nanje vezalo barvilo DAPI, ki se veže na DNA. Rumena 
črtkana črta predstavlja potek bazalne lamine. S – svetlina sečnega mehurja. Merilo: 10 
μm. 
Vzorci korteksa ledvic so služili kot pozitivna kontrola, saj podatki iz literature kažejo, 
da se lektina ACA in Jac močno vežeta na distalne tubule korteksa ledvic [154, 155]. 
Lektinska histokemija na parafinskih rezinah mišjega korteksa ledvic (mKL) je pokazala, 
da sta se lektina ACA in Jac vezala na tubule korteksa ledvic, pa tudi na glomerule 
korteksa ledvic (slika 4.9a in b). Znano je, da se lektina ACA in Jac močno vežeta na 
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distalne tubule korteksa ledvic, zato sklepamo, da so tubuli na naših rezinah, kjer je 
reakcija močno pozitivna, distalni tubuli. Rezultati negativne kontrole na parafinskih 
rezinah mišjega korteksa ledvic so pokazali avtofluorescenco (slika 4.9c), ki pa se ni 
ujemala s pozitivnim signalom v glomerulih in distalnih tubulih (sliki 4.9a in 4.9b). Zato 
sklepamo, da je bila vezava obeh lektinov označenih s FITC specifična. 
 
Slika 4.9 Lektinska histokemija na parafinskih rezinah mišjega korteksa ledvic. a) 
ACA-FITC (zeleno), b) Jac-FITC (zeleno) in c) NK (negativna kontrola – pufer PBS). Z 
lektinoma ACA in Jac so označeni glomeruli (beli krogi) in distalni tubuli (bele puščice). 
Jedra celic so obarvana modro, saj se je nanje vezalo barvilo DAPI, ki se veže na DNA. 
Merilo: 10 μm. 
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4.3 Lektinska histokemija na krioultratankih rezinah  
4.3.1 Lektinska histokemija na krioultratankih rezinah pripravljenih po fiksaciji s 
4-odstotnim formaldehidom (4-odstotni FA/PHEM) 
Preverjali smo, kako fiksacija s 4-odstotnim FA/PHEM vpliva na ohranjenost celične 
ultrastrukture ter na učinkovitost vezave lektinov ACA in Jac. Za ugotavljanje 
specifičnosti vezave lektinov ACA in Jac smo uporabili pozitivno in negativno kontrolo. 
Za pozitivno kontrolo smo uporabili krioultratanke rezine korteksa ledvic, saj se oba 
lektina vežeta na glomerule in distalne tubule (slika 4.9a in b). Za negativno kontrolo smo 
namesto konjugatov lektin-Au uporabili sintetizirano nekonjugirano koloidno zlato 
Au20. Primerjali smo vezavo sintetiziranih konjugatov ACA-Au10 in Jac-Au20 ter 
komercialno dostopnih konjugatov ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY). 
Ultrastruktura mišjega korteksa ledvic, fiksiranega s 4-odstotnim FA/PHEM, je bila slabo 
ohranjena. Vezava komercialno dostopnih lektinov ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) ter 
ACA-Au10 in Jac-Au20 na mišji korteks ledvic je bila nespecifična, kar je verjetno 
posledica slabe ohranjenosti tkiva.  
Ultrastruktura urotelija mišjega sečnega mehurja, ki smo ga fiksirali s 4-odstotnim 
FA/PHEM je precej dobro ohranjena. Površinske celice so nekoliko slabše ohranjene kot 
globlje plasti tkiva. Pri negativni kontroli nismo pričakovali vezave Au20, vendar se je 
izkazalo, da se je Au20 nespecifično vezalo na apikalno citoplazmo dežnikastih celic in 
tudi na vmesne in bazalne urotelijske celice. Pojavljalo se je tudi v jedrih urotelijskih 
celic, kar bi lahko bila posledica vezave na kromatin (slika 4.10a in b). 
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Slika 4.10 Mikrografije krioultratankih rezin mišjega urotelija fiksiranega s 4-odstotnim 
FA/PHEM posnete s presevnim elektronskim mikroskopom po inkubaciji s koloidnim 
zlatom Au20. NK – negativna kontrola (Au20). Črne puščice označujejo koloidno zlato, 
ki je prisotno v apikalni citoplazmi dežnikastih celic in globljih plasteh urotelija. S črno 
elipso so označen delci koloidnega zlata v jedru bazalne urotelijske celice. Rumena 
črtkana črta prikazuje potek bazalne lamine, BC – bazalna celica, FV – fuziformni 
vezikel, K – kolagen, S – svetlina. Merilo: 1 μm. 
Nadalje smo na uroteliju primerjali vezavo komercialno dostopnih in sintetiziranih 
konjugatov lektin-Au. Rezultati lektinske histokemije z ACA-Au10(EY) so bili 
negativni, saj do vezave konjugatov na sladkorne preostanke v celicah ni prišlo (slika 
4.11a in b). Konjugat ACA-Au10 se je vezal na apikalno plazmalemo in na fuziformne 
vezikle dežnikastih celic (slika 4.11c) ter tudi na vmesne in bazalne celice ter na bazalno 
lamino, kromatin in jedra celic (slika 4.11d). Zato sklepamo, da je bila vezava 
nespecifična. 
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Slika 4.11 Lektinska histokemija z lektinom ACA na krioultratankih rezinah mišjega 
urotelija fiksiranega s 4-odstotnim FA/PHEM. a, b) komercialno dostopni konjugati 
ACA-Au10(EY) se niso vezali na krioultratanke rezine. c, d) Sintetizirani konjugati 
ACA-Au10 so se vezali na urotelijske celice nespecifično. Črne puščice označujejo 
koloidno zlato, ki je prisotno v apikalni citoplazmi dežnikastih celic, v fuziformnih veziklih 
in globljih plasteh urotelija na bazalni lamini ter kolagenu. S črnimi glavami puščic je 
označena apikalna plazmalema dežnikaste celice. Rumena črtkana črta označuje bazalno 
lamino, BC – bazalna celica, FV – fuziformni vezikel, K – kolagen, PC – površinska 
celica, S – svetlina. Merilo: 1 μm. 
Rezultati lektinske histokemije s komercialno dostopnimi konjugati Jac-Au15(EY) so 
pokazali nespecifično vezavo, saj so konjugati vezani tako na fuziformne vezikle, kot tudi 
na jedra urotelijskih celic in na bazalno lamino ter kolagen pod bazalno lamino (slika 
4.12a in b). Rezultati lektinske histokemije s sintetiziranim konjugatom Jac-Au20 so bili 
negativni (slika 4.12c in d).  
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Slika 4.12 Lektinska histokemija z lektinom Jac na krioultratankih rezinah mišjega 
urotelija fiksiranega s 4-odstotnim FA/PHEM. a, b) komercialno dostopni konjugati 
Jac-Au15(EY) so se vezali na urotelijske celice nespecifično. c, d) Sintetizirani konjugati 
Jac-Au20 se niso vezali na krioultratanke rezine. Črne puščice označujejo koloidno zlato, 
ki je prisotno na fuziformnih veziklih, v jedru in na bazalni lamini ter kolagenu. S črnimi 
glavami puščic je označena apikalna plazmalema dežnikaste (površinske) celice. Rumena 
črtkana črta označuje bazalno lamino. BC – bazalna celica, FV – fuziformni vezikel, 
K – kolagen, PC – površinska celica, S – svetlina. Merilo: 1 μm. 
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4.3.2 Lektinska histokemija na krioultratankih rezinah pripravljenih po fiksaciji z 
1-odstotnim glutaraldehidom (1-odstotni GA/PHEM) 
Preverjali smo, kako fiksacija z 1-odstotnim GA/PHEM vpliva na ohranjenost celične 
ultrastrukture ter na učinkovitost vezave lektinov ACA in Jac.  
Ultrastruktura mišjega korteksa ledvic, fiksiranega s 1-odstotnim GA/PHEM, je bila 
podobno kot po fiksaciji s 4-odstotnim FA/PHEM slabo ohranjena. Tudi vezava 
konjugatov lektin-Au je bila nespecifična, kar je verjetno posledica slabe ohranjenosti 
tkiva.  
Ultrastrukturna ohranjenost urotelija mišjega sečnega mehurja je pri fiksaciji z 
1-odstotnim GA/PHEM nekoliko boljša v primerjavi s fiksacijo s 4-odstotnim FA. Pri 
negativni kontroli nismo pričakovali vezave Au20, vendar se je izkazalo, da je Au20 
prisotno na fuziformnih veziklih, na apikalni citoplazmi dežnikastih celic in v globljih 
plasteh urotelija. Izdatno se pojavlja tudi vezano na kolagen in v manjši meri tudi v jedrih 
urotelijskih celic, kar bi lahko bila posledica vezave na kromatin (4.13a in b). 
 
Slika 4.13 Mikrografije krioultratankih rezin mišjega urotelija fiksiranega z 1-odstotnim 
GA/PHEM posnete s presevnim elektronskim mikroskopom po inkubaciji s koloidnim 
zlatom Au20. NK – negativna kontrola (Au20). Črne puščice označujejo koloidno zlato, 
ki je prisotno v fuziformnih veziklih (a), na kolagenu in v jedrih celic (b). S črnimi glavami 
puščic je označena apikalna plazmalema dežnikaste celice. FV – fuziformni vezikel, K – 
kolagen, S – svetlina. Merilo: 1 μm. 
Sintetizirani konjugati ACA-Au10 in komercialno dostopni konjugati ACA-Au10(EY) 
so se vezali na apikalno plazmalemo dežnikastih celic in na membrano fuziformnih 
veziklov (slika 4.14b in c). Na bazalne urotelijske celice in na kolagen ter jedra 
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fibroblastov so se vezali le konjugati ACA-Au10 (slika 4.14d), ne pa tudi konjugati 
ACA-Au10(EY) (slika 4.14a). Iz tega sklepamo, da so se konjugati ACA-Au10(EY) 
vezali bolj specifično od ACA-Au10. Vendar pa so se konjugati ACA-Au10(EY) vezali 
tudi v svetlino sečnega mehurja (slika 4.14b), kar kaže, da je bila njihova vezava 
nespecifična. Rezultati lektinske histokemije s konjugati Jac-Au20 in Jac-Au15(EY) so 
bili podobni. 
 
Slika 4.14 Lektinska histokemija z lektinom ACA na krioultratankih rezinah mišjega 
urotelija fiksiranega z 1-odstotnim GA/PHEM. Črne puščice označujejo koloidno zlato, 
ki je prisotno v apikalni plazmalemi dežnikastih celic, v fuziformnih veziklih in globljih 
plasteh urotelija v jedru in na kolagenu. Rumena črtkana črta označuje bazalno lamino, 
BC – bazalna celica, FV – fuziformni vezikel, K – kolagen, S – svetlina. Merilo: 1 μm.  
Primerjava ohranjenosti ultrastrukture urotelijskih celic po fiksaciji z 1-odstotnim 
GA/PHEM (slike 4.13 in 4.14) in s 4-odstotnim FA/PHEM (slike 4.10-4.12) je pokazala, 
da 1-odstotni GA/PHEM bolje ohrani ultrastrukturo urotelijskih celic. 
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4.4 Lektinska histokemija na ultratankih rezinah tkiva vklopljenega v 
umetno smolo Lowicryl K4M 
Rezultati negativne kontrole so podobno kot pri krioultratankih rezinah pokazali, da so se 
sami delci zlata brez konjugiranih lektinov (Au20) vezali na fuziformne vezikle in tudi v 
svetlino sečnega mehurja (slika 4.15a). Podobno so se vezali tudi konjugati 
ACA-Au10(EY) (slika 4.15b) in ACA-Au10 (slika 4.15c). Zato sklepamo, da je bila 
vezava obeh vrst konjugatov nespecifična. Rezultati lektinske histokemije s konjugati 
Jac-Au15 in Jac-Au15(EY) so bili podobni. Tako s komercialno dostopnimi kot tudi s 
sintetiziranimi konjugati lektin-Au smo izvedli lektinsko histokemijo z različno 
redčenimi konjugati, a je bila vezava vedno nespecifična. Na podlagi pridobljenih 
rezultatov sklepamo, da je vezava sintetiziranih konjugatov ACA-Au10 in 
ACA-Au10(EY) ter Jac-Au15 in Jac-Au15(EY) na ultratanke rezine tkiva vklopljenega 
v umetno smolo Lowicryl K4M nespecifična.  
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Slika 4.15 Lektinska histokemija z lektinom ACA na Lowicryl K4M ultratankih rezin 
podganjega urotelija. NK – negativna kontrola (Au20). Črne puščice označujejo koloidno 
zlato, ki je prisotno v fuziformnih veziklih in v svetlini sečnega mehurja. FV – fuziformni 
vezikel, S – svetlina. Merilo: 1 μm. 
Maja Grdadolnik. Sinteza konjugatov lektin-koloidno zlato za lokalizacijo sladkornih preostankov v 
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5 Razprava 
Lektini kažejo specifično afiniteto do sladkornih preostankov. Primerno označeni, 
najpogosteje s koloidnim zlatom, so se izkazali za dokaj uspešne označevalce 
glikozilacijskega vzorca normalnega in patološko spremenjenega tkiva v presevni 
elektronski mikroskopiji. Enostavna sinteza različno velikih delcev koloidnega zlata ter 
enostavna konjugacija z lektini, uvrščata koloidno zlato med najbolj priljubljene 
označevalce. Zato se konjugate lektin-koloidno zlato uporablja za lektinsko histokemijo 
[10]. 
V našem delu smo za sintezo koloidnega zlata različnih velikosti uporabili citratno 
metodo (CM-20nm), po kateri naj bi pridobili delce koloidnega zlata velikosti 20 nm 
(Au20) in obratno citratno metodo (OCM-10nm), po kateri naj bi pridobili delce 
koloidnega zlata velikosti 10 nm (Au10). Razlika v velikosti delcev Au10 in Au20 je 
dovolj velika, da bi Au10 in Au20 lahko uporabili tudi za dvojno označevanje. Zanimalo 
nas je, ali so metode sinteze enostavne, ponovljive in natančne. Sinteza koloidnega zlata 
se je izkazala kot enostavna, saj smo z obema načinoma sinteze uspeli pridobiti koloidno 
zlato v prvem in vseh nadaljnjih poskusih. Čeprav smo uporabili različna načina sinteze, 
nam ni uspelo pripraviti delcev koloidnega zlata različnih velikosti. Z obema 
preizkušenima metodama smo pridobili koloidno zlato z delci povprečne velikosti 
oziroma premera okoli 16 nm. Za sintezo delcev koloidnega zlata, ki so veliki okoli 10 
nm, bi lahko uporabili drugačen reducent kot na primer beli fosfor ali etanol. Pri uporabi 
belega fosforja bi bila zaradi reaktivnosti potrebna velika dodatna previdnost. Pri uporabi 
etanola je za uspešno reakcijo potrebna ultrasonifikacija, poleg tega pa je tako koloidno 
zlato stabilno manj časa, zato smo se odločili, da preizkusimo enostavnejšo modificirano 
obratno citratno metodo [47]. Za sintezo delcev koloidnega zlata, ki so veliki okoli 20 
nm, bi lahko uporabili manjšo količino raztopine natrijevega citrata, ker pride pri dodatku 
manjše količine reducenta do tvorbe večjih osnovnih kristalnih jeder zlata [47]. Ker smo 
po obeh metodah sintetizirali delce koloidnega zlata podobnih velikosti, le teh ne moremo 
uporabiti za dvojno označevanje.  
S statistično analizo velikosti premera delcev smo pokazali, da med delci sintetiziranega 
koloidnega zlata po metodah CM-20nm-1 in OCM-10nm ni statistično značilnih razlik. 
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Nasprotno je statistična analiza velikosti premera delcev komercialno dostopnih 
konjugatov lektin-Au pokazala razlike v velikosti delcev, kar je pričakovan rezultat, saj 
je razlika v velikosti delcev med konjugatoma ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) v 
povprečju 5 nm. 
Uspešnost konjugacije koloidnega zlata z izbranima lektinoma smo želeli preveriti z 
negativnim kontrastiranjem, saj naj bi imelo po negativnem kontrastiranju konjugirano 
koloidno zlato okrog temnega delca svetel pas. S presevnim elektronskim mikroskopom 
smo razločno videli okrogle temne delce koloidnega zlata, svetlega pasu okrog njih pa 
nismo opazili niti pri komercialno dostopnih konjugatih ACA-Au10(EY) in 
Jac-Au15(EY), niti pri sintetiziranih konjugatih ACA-Au10 in Jac-Au20 (slika 4.4). Zato 
na podlagi presevne elektronske mikroskopije nismo mogli potrditi uspešnosti 
konjugacije. Uspešnost konjugacije smo zato preverili tudi z UV-VIS spektroskopijo, s 
katero smo potrdili, da je bila konjugacija lektinov ACA in Jac na delce koloidnega zlata 
uspešna. To nakazuje zadostna razlika med absorpcijskimi vrhovi med nekonjugiranim 
in konjugiranim koloidnim zlatom.  
Po podatkih iz literature se lektina ACA in Jac specifično vežeta na distalne tubule v 
korteksu ledvic [25, 155], zato smo mišji korteks ledvic izbrali za pozitivno kontrolo. 
Pripravili smo parafinske rezine in na njih izvedli lektinsko histokemijo s fluorescenčno 
označenimi lektini. Ugotovili smo, da se lektina ACA in Jac vežeta na distalne tubule in 
ledvične glomerule (sliki 4.8 in 4.9). Tudi Kakani in sodelavci so dokazali, da se Jac veže 
na mišje glomerule, pri čemer bi lahko bila vezava posledica hiposialilacije O-vezanih 
glikanov [156].  
V uroteliju mišjega sečnega mehurja se je lektin ACA specifično vezal na plazmalemo 
vmesnih celic. Rezultati označevanja človeških urotelijskih celic z lektinom ACA dajejo 
drugačne rezultate. Na vzorcih človeškega urotelija se je lektin ACA vezal na apikalno 
plazmalemo dežnikastih celic, kar nakazuje na medvrstne razlike v sestavi sladkornih 
preostankov [159]. Lektin Jac se je vezal na citoplazmo dežnikastih celic ter na 
plazmaleme vmesnih in bazalnih celic urotelija mišjega sečnega mehurja. Primerjava z 
urotelijem človeškega sečnega mehurja kaže, da se je lektin Jac vezal le na apikalni del 
citoplazme dežnikastih celic človeškega urotelija in vezave na plazmalemo vmesnih ter 
bazalnih celic ni opaziti [159].  
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Za negativno kontrolo lektinske histokemije na parafinskih rezinah smo namesto 
inkubacije rezin v raztopini lektinov le te inkubirali v pufru brez lektinov. Na teh rezinah 
smo opazili pojav avtofluorescence (slika 4.8c in slika 4.9c), ki je verjetno motil signal 
fluorescenčnega barvila FITC, s katerim sta bila konjugirana lektina ACA in Jac. S 
primerjavo negativne kontrole in lektinske histokemije z uporabljenim lektinom Jac lahko 
sklepamo, da je signal v citoplazmi dežnikastih celic verjetno posledica autofluorescence 
in se je torej Jac vezal le na plazmaleme vmesnih in bazalnih celic (sliki 4.8b in c). 
Dejavniki, ki povzročajo avtofluorescenco so način fiksacije, predvsem fiksacija s 
formaldehidom, nadaljnji vklop v parafin ter endogeni tkivni fluorokromi kot so 
lipofuscin, kolagen, elastin, triptofan in drugi [157, 158]. Zanimivo je dejstvo, da pri 
človeških parafinskih rezinah sečnega mehurja avtofluorescenca ni bila prisotna [159], 
čeprav je bila uporabljena enaka fiksacija in vklapljanje v parafin. Zato sklepamo, da so 
k avtofluorescenci prispevali predvsem endogeni mišji fluorokromi ter lipofuscin, ki je 
značilen za mišje dežnikaste celice [158]. Kljub avtofluorescenci je primerjava negativnih 
kontrol in lektinske histokemije z fluorescenčno označenimi lektini pokazala spečifično 
vezavo lektinov ACA in Jac (sliki 4.8 in 4.9).  
Krioultratanke rezine smo pripravili iz tkiva fiksiranega bodisi s 4-odstotnim FA/PHEM 
bodisi z 1-odstotnim GA/PHEM. Primerjava rezultatov obeh fiksacij je pokazala, da je 
ultrastruktura površinskih dežnikastih celic po fiksaciji z 1-odstotnim GA/PHEM bolje 
ohranjena kot po fiksaciji s 4-odstotnim FA/PHEM. Ohranjenost vmesnih in bazalnih 
celic je približno enaka pri obeh fiksativih. To se sklada z izsledki raziskave, ki so jih 
objavili Sabatini in sodelavci, kjer je bila ultrastrukturna ohranjenost tkiva primerljiva 
med različnimi aldehidnimi fiksativi, vendar so zaradi morebitnega nabrekanja tkiva pri 
fiksaciji s formaldehidom kot najprimernejši fiksativ izbrali glutaraldehid [160]. Na obeh 
vrstah rezin smo izvedli lektinsko histokemijo z različnimi konjugati lektin-Au 
(ACA-Au10(EY), ACA-Au10, Jac-Au15(EY) in Jac-Au20). Ugotovili smo, da se vsi 
konjugati vežejo nespecifično ne glede na vrsto uporabljenega fiksativa. Oba lektina sta 
se v največji meri vezala na apikalno plazmalemo dežnikastih celic, na fuziformne vezikle 
in tudi v jedra. Predvsem sintetizirani konjugati ACA-Au10 in Jac-Au20, delno pa tudi 
ACA-Au10(EY) ter Jac-Au15(EY) so se vezali na jedra bazalnih celic, kar je lahko 
posledica nespecifične vezave na pozitivno nabite molekule v kromatinu (DNA in 
histoni). Možno je tudi, da so taki rezultati posledica nezadostnega spiranja in so se delci 
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koloidnega zlata, ki so vezani na lektina ACA in Jac, fizično ujeli v gosto mrežo 
kromatina. 
Primerjava lektinske histokemije na parafinskih rezinah (fiksacija tkiva s 4-odstotnim 
FA/PHEM) z lektinsko histokemijo na krioultratankih rezinah (fiksacija tkiva s 
4-odstotnim FA/PHEM in z 1-odstotnim GA/PHEM) je pokazala, da so rezultati različni. 
Vezava konjugatov lektin-Au na parafinskih rezinah je bila dokaj specifična, medtem ko 
so bili rezultati vezave konjugatov lektin-Au pri obeh načinih fiksacije na krioultratankih 
rezinah nespecifični. Predvsem pri fiksaciji s 4-odstotnim FA/PHEM so si rezultati 
komercialno dostopnih konjugatov ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) ter sintetiziranih 
konjugatov ACA-Au10 in Jac-Au20 nasprotujoči; pri konjugatu ACA-Au10(EY) je 
vezava negativna, pri konjugatu ACA-Au10 pa je vezava močno nespecifična, saj se je 
konjugat vezal tako v globlje plasti (v jedro in na bazalno lamino) kot tudi v apikalno 
plazmalemo in fuziformne vezikle (slika 4.11). Pri lektinu Jac je bila vezava ravno 
obratna. Komercialno dostopen konjugat Jac-Au15(EY) se je vezal na večino organelov 
in torej nespecifično, sintetiziran konjugat Jac-Au20 pa se ni vezal nikamor (slika 4.12). 
Vezava sintetiziranih in komercialno dostopnih konjugatov na krioultratanke rezine pri 
obeh načinih kemijske fiksacije je pretežno negativna predvsem na plazmalemi. Poleg 
tega, da lahko kemijska fiksacija uniči sladkorne preostanke na površini celic, je možno 
tudi, da na apikalni plazmalemi mišjega urotelija ni sladkornih preostankov, na katere bi 
se konjugati ACA-Au in Jac-Au lahko vezali vezali. Ker je za glikokaliks človeških 
dežnikastih celic značilno, da vsebuje veliko N-acetilgalaktozaminov in sialične kisline 
[140], smo pričakovali, da se bosta lektina ACA in Jac nanj vezala. Vendar pa je 
označevanje parafinskih rezin s konjugati ACA-FITC in Jac-FITC pokazalo, da do te 
vezave ni prišlo, saj sta se lektina vezala na obrobne dele vmesnih urotelijskih celic in ne 
na apikalno plazmalemo dežnikastih celic. Vzrok je najverjetneje v tem, da smo uporabili 
mišji urotelij, ki se po sestavi sladkornih preostankov razlikuje od človeškega [161].  
Razlike v vezavi pri lektinski histokemiji na parafinskih in krioultratankih rezinah ne 
moremo pripisati načinu fiksacije tkiva, saj smo v obeh primerih uporabili 4-odstotni 
formaldehid, čeprav je znano, da aldehidna fiksacija spremeni ali uniči sladkorne 
preostanke, tako da se lektini nanje ne morejo vezati. Kljub temu je bila v našem delu 
vezava na parafinske rezine specifična. Zato sklepamo, da je med postopkom priprave 
krioultratankih rezin inkubacija tkiva in/ali rezin v želatini in saharozi povzročila 
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nespecifično vezavo lektinov. Čeprav naj bi se v tem postopku želatina in saharoza sprali 
iz rezin, je možno, da spiranje ni bilo popolno in so se zato lektini nespecifično vezali 
nanju. To sklepanje potrjujejo tudi rezultati lektinske histokemije na krioultratankih 
rezinah tkiva fiksiranega s 1-odstotnim GA/PHEM, pri kateri je bila vezava prav tako 
nespecifična.  
Primerjava ohranjenosti celične ultrastrukture po fiksaciji s 4-odstotnim FA/PHEM in 
1-odstotnim GA/PHEM je pokazala, da je po fiksaciji z 1-odstotnim GA/PHEM 
ultrastruktura celic bolje ohranjena. 
Vklapljanje v umetno smolo Lowicryl K4M dobro ohrani ultrastrukturo celic, medtem ko 
je bila vezava različnih konjugatov lektin-Au na ultratanke rezine nespecifična. To se ne 
sklada s podatki iz literature, kjer ravno umetnim smolam Lowicryl pripisujejo lastnosti, 
kot so dobra ohranjenost antigenov in sladkornih preostankov [162]. V našem delu se 
noben od uporabljenih konjugatov ni vezal na apikalno plazmalemo dežnikastih celic. 
Specifično vezavo pri uporabi umetnih smol Lowicryl so potrdili predvsem za lektina 
WGA in HPA, ki se specifično vežeta na sladkorne preostanke pri raku debelega črevesja 
in danke, HPA pa je tudi označevalec raka dojk [163]. Spremembe v glikozilacijskem 
vzorcu pri razvoju tumorja lahko povzročijo tudi odsotnost sladkornih preostankov in s 
tem vezavnih mest za lektine. To so pokazali na primeru devetih različnih lektinov [164]. 
Lektinska histokemija za svetlobno in presevno elektronsko mikroskopijo je uporabna za 
ugotavljanje razporeditve sladkornih preostankov na tkivnem, celičnem in 
ultrastrukturnem nivjou. Aldehidna fiksacija tkiva lahko spremeni sladkorne preostanke 
v taki meri, da se lektini nanje ne morejo vezati. V našem delu smo ugotovili, da je vezava 
lektinov ACA in Jac na parafinske rezine (fiksacija tkiva s 4-odstotnim FA/PHEM) 
specifična, medtem ko je vezava na ultratanke rezine (Lowicryl K4M in krioultratanke) 
nespecifična. Nespecifična vezava je verjetno posledica spremenjenih sladkornih 
preostankov zaradi postopkov vklapljanja v umetno smolo Lowicryl in v želatino pri 
pripravi krioultratankih rezin. Ker podatki iz literature kažejo, da se nekateri lektini 
vežejo specifično tudi na take rezine, sklepamo, da bi bilo potrebno na urotelijskih celicah 
preizkusiti tudi druge vrste lektinov. 
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6 Zaključek 
 Delci koloidnega zlata sintetizirani po citratni in obratni citratni metodi so veliki 
okoli 16 nm, zato ne moremo potrditi hipoteze H1. Oba načina sinteze sta 
enostavna in ponovljiva, tako sintetizirano koloidno zlato pa je dolgo stabilno tudi 
brez konjugacije. 
 Konjugacija koloidnega zlata z lektinoma ACA in Jac je bila uspešna, tako da 
lahko potrdimo hipotezo H2. 
 Rezultati lektinske histokemije na ultratankih rezinah s komercialno dostopnimi 
konjugati ACA-Au10(EY) in Jac-Au15(EY) ter sintetiziranimi konjugati 
ACA-Au10 in Jac-Au20 so podobni. V vseh primerih je vezava lektinov na 
sladkorne preostanke nespecifična.  
 Fiksacija tkiva z 1-odstotnim GA/PHEM bolje ohrani celično ultrastrukturo kot 
fiksacija s 4-odstotnim FA/PHEM, ohranjenost sladkornih preostankov pa je v 
obeh primerih nezadostna za specifično vezavo lektinov. Hipotezo H3 lahko zato 
le deloma potrdimo. 
 Rezultati lektinske histokemije s konjugati lektin-koloidno zlato za presevno 
elektronsko mikroskopijo in s fluorescenčno označenimi lektini za svetlobno 
mikroskopijo se ne ujemajo, zato ne moremo potrditi hipoteze H4. 
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Priloge 
Tabela 1  
Oznaka Opis  
Au10 Koloidno zlato 10 nm sintetizirano po obratni citratni metodi (OCM-10nm). 
Au20 Koloidno zlato 20 nm sintetizirano po citrati metodi (CM-20nm-1).  
ACA-Au10 Lektin ACA konjugiran s koloidnim zlatom 10 nm sintetiziranim po obratni citratni metodi (OCM-10nm). 
ACA-Au10nk 
Lektin ACA konjugiran s koloidnim zlatom 10 nm 
sintetiziranim po obratni citratni metodi (OCM-10nm) –
negativno kontrastiranje. 
ACA-Au10(EY) Komercialno dostopen lektin ACA konjugiran s koloidnim zlatom velikosti 10 nm. 
ACA-Au10(EY)nk Komercialno dostopen lektin ACA konjugiran s koloidnim zlatom velikosti 10 nm – negativno kontrastiranje. 
Jac-Au20 Lektin Jac konjugiran s koloidnim zlatom 20 nm, sintetiziranim po citratni metodi (CM-20nm-1). 
Jac-Au20nk Lektin Jac konjugiran s koloidnim zlatom 20 nm sintetiziranim po citratni metodi (CM-20nm-1) – negativno kontrastiranje. 
Jac-Au15(EY) Komercialno dostopen lektin Jac konjugiran s koloidnim zlatom velikosti 15 nm. 
Jac-Au15(EY)nk Komercialno dostopen lektin Jac konjugiran s koloidnim zlatom velikosti 15 nm – negativno kontrastiranje. 
Jac-Au20 Lektin Jac konjugiran s koloidnim zlatom 20 nm, sintetiziranim po citratni metodi (CM-20nm-1). 
Jac-Au20nk Lektin Jac konjugiran s koloidnim zlatom 20 nm sintetiziranim po citratni metodi (CM-20nm-1) – negativno kontrastiranje. 
 
 
Priloga 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
APTES Sigma-Aldrich (Nemčija) 
BSA Sigma-Aldrich (Nemčija) 
EGTA Sigma-Aldrich (Nemčija) 
etanol Kefo (Slovenija) 
glutaraldehid Serva (Nemčija) 
HAuCl4 Sigma-Aldrich (Nemčija) 
HEPES Sigma-Aldrich (Nemčija) 
KCl Merck (Nemčija) 
KH2PO4 Merck (Nemčija) 
ksilol Carlo Erba Reagents (Francija) 
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lektin ACA-Au10 EY Laboratories (ZDA) 
lektin JAC-Au15 EY Laboratories (ZDA) 
lektin ACA-FITC Vector Laboratories (ZDA) 
lektin JAC-FITC Vector Laboratories (ZDA) 
luminol Sigma-Aldrich (Nemčija) 
metanol Carlo Erba Reagents (Francija) 
metil-celuloza Sigma-Aldrich (Nemčija) 
MgCl2 Sigma-Aldrich (Nemčija) 
Na2HPO4 Merck (Nemčija) 
NaCl Merck (Nemčija) 
Na3C6H5O7 Merck (Nemčija) 
parafilm Bemis (ZDA) 
parafin Merck (Nemčija) 
redestilirana voda B. Braun Melsungen AG (Nemčija) 
saharoza Kemika (Hrvaška) 
tekoči dušik Messer (Nemčija) 
Triton X-100 Fluka, Honeywell (ZDA) 
Tween 20 Sigma-Aldrich (Nemčija) 
Vectashield + DAPI Vector Laboratories (ZDA) 
želatina Sigma-Aldrich (Nemčija) 
 
Priloga 2: Seznam uporabljenih aparatur 
Aparatura Proizvajalec 
centrifuga, 5810R  Eppendorf (Nemčija)  
fluorescenčni mikroskop Axio Imager.Z1  Zeiss (Nemčija)  
kaseta za izpostavljanje filmov - Hypercassette  Amersham (Velika Britanija)  
krioultramikrotom Leica ultracut UCT  Leica biosystems (Nemčija)  
krovna stekla – Menzel – Glaser  Thermo Fischer Scientific 
(ZDA)  
kuhalnik  Ceran  
lens papir  SPI SUPPLIES (ZDA)  
mikrotom Leica RM 2135  Leica biosystems (Nemčija)  
objektna stekla – Menzel – Glaser supersoft  Thermo Fischer Scientific 
(ZDA)  
pipete  Eppendorf (Nemčija)  
presevni elektronski mikroskop Philips CM100 
spektrofotometer Synergy 2  Bio Tek (ZDA)  
stresalnik KS 260 basic  IKA (Nemčija)  
tipsi – pipetni nastavki  Eppendorf (Nemčija)  
vibracijski mešalnik – vorteks – EV – 102  Tehtnica Železniki (Slovenija  
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Priloga A: 0,01-odstotna raztopina HAuCl4 
Kemikalija Količina 
dH2O  160 mL 
HAuCl4 16 mg 
 
Priloga B: 0,2-odstotna raztopina HAuCl4 
Kemikalija Količina 
dH2O  14,97 mL 
HAuCl4 30 mg 
 
Priloga C: 1-odstotna raztopina Na3C6H5O7 
Kemikalija Količina 
dH2O  9,9 mL 
Na3C6H5O7 x 2H2O 100 mg 
 
Priloga D: 10-odstotna raztopina NaCl 
Kemikalija Količina 
dH2O  9 mL 
NaCl 1 g 
 
Priloga E: Pufer PBS 
Kemikalija Količina 
dH2O  810 mL 
KCl 4 g 
KH2PO4 4 g 
NaCl 160 g 
Na2HPO4 23 g 
 
Priloga F: Pufer PHEM (0,4 M) 
Kemikalija Koncentracija 
EGTA  40 mM 
HEPES 100 mM 
MgCl2 8 mM 
PIPES 240 mM 
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Priloga G: 50 mM NH4Cl/PBS 
Kemikalija Količina 
NH4Cl 0,078 g 
PBS 30 mL 
 
Priloga H: Blokirni pufer BP-LOWI  
Kemikalija Koncentracija 
BSA 0,8 % 
ribja želatina 0,1 % 
reagent Tween 0,01 % 
PBS 25 mL 
 
